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Resumo 
 
Na última década tem havido intensos esforços para identificar componentes genéticos 
que predisponham para a diabetes tipo 1 ou que modifiquem o decurso da patogénese da 
doença. É sabido que factores não-genéticos podem actuar como indutores diabetogéni-
cos ou como protectores da doença em indivíduos geneticamente predispostos. A inves-
tigação de factores não-genéticos que interfiram com a patogénese da doença é 
necessária para o desenvolvimento de intervenções preventivas da doença nos indivíduos 
em risco.  
O presente trabalho relata estudos sobre um extracto natural de uvas (E.N.U.) rico em 
compostos polifenólicos, na patogénese da diabetes tipo 1. Foi estudada a bioactividade 
deste extracto em ensaios in vitro, ex vivo e in vivo no modelo murino NOD da diabetes 
tipo 1. Os resultados mostram que: a) o E.N.U. tem um efeito potenciador na activação 
de células T CD4+ e T CD8+, principalmente em suspensões linfocitárias de gânglios 
linfáticos de NOD.Lt/J, quando comparados com murganhos da estirpe não autoimune 
C57Bl/6; b) na fase pré-diabética, o tratamento in vivo com E.N.U. activa os linfócitos T 
CD4+ e T CD8+, principalmente nos NOD.Lt/J; c) durante a fase pré-diabética o E.N.U. 
tem um efeito potencialmente hipoglicémico em murganhos NOD.Lt/J; d) o efeito 
hipoglicemiante do extracto é dependente de linfócitos. Foram assim evidenciados um 
efeito directo de activação celular e um efeito sistémico hipoglicemiante. Estes efeitos 
poderão ser atribuíveis a componentes do extracto com potencial valor de intervenção na 
patogénese da diabetes tipo 1. Estes estudos corroboram a noção geral de que os 
alimentos contêm compostos bioactivos que poderão ser aplicados na prevenção e na 
terapêutica de doenças influenciáveis por factores ambientais. 
 
Palavras-chave: Diabetes tipo 1; non-obese diabetic (NOD) mouse; extracto natural de 
uvas (E.N.U.); activação linfocitária; hipoglicémia. 
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Abstract 
 
Much of the research on type 1 diabetes prevention has been targeted to identify genetic 
components that predispose or modify the course of the disease pathogenesis. Non-
genetic diabetogenic factors are considered either disease triggers or pathogenesis 
modifiers in genetically predisposed individuals. The discovery of non-genetic factors that 
interfere with disease pathogenesis are needed to develop preventing interventions to 
abrogate the disease process in such individuals.  
This work discusses studies of a natural grape extract (N.G.E.) rich in polyphenolic 
compounds, on the pathogenesis of type 1 diabetes. The bioactivity of this extract was 
evaluated in vitro, ex vivo and in vivo experiments on the NOD mouse model of type 1 
diabetes. The results show that: a) N.G.E has a potentiation effect on T CD4+ and T 
CD8+ cells, particularly on cellular suspensions from NOD.Lt/J lymph nodes, when 
compared to C57Bl/6 non-autoimmune mouse strain; b) in pre-diabetic phase, in vivo 
treatment with N.G.E. activates T CD4+ and T CD8+ lymphocytes, mainly in NOD.Lt/J; c) 
in the pre-diabetic phase N.G.E. shows a potentially hypoglycaemic effect in NOD.Lt/J 
mice; d) the hypoglycaemic effect of the extract is lymphocyte dependent. Thus, it was 
showed a direct effect of cellular activation and a systemic hypoglycaemic effect. These 
effects could be attributable to extract compounds with potential intervention value on 
type 1 diabetes pathogenesis. These studies corroborate the general idea that foods 
contain bioactive compounds that could be used on prevention and therapeutics of 
diseases that are susceptible to environment factors.  
 
Keywords: Type 1 diabetes; non-obese diabetic (NOD) mouse; natural grape extract 
(N.G.E.); lymphocyte activation; hypoglycaemia. 
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Abreviaturas 
 
IAAs- auto-anticorpos anti-insulina (do inglês: insulin autoantibodies) 
IA-2- antigénio-2 insulinoma (do inglês: insulinome-antigen 2) 
APC- células apresentadoras de antigénio (do inglês: antigen presenting cells) 
BCR-receptor de células B (do inglês: B cell receptor) 
CTLA-4- antigénio 4 linfocitário T citotóxico (do inglês: cytotoxic T lymphocyte antigen-4) 
C57Bl/6- estirpe de murganhos não-autoimune 
E.N.U.- extracto natural de uvas 
GAD- descarboxilase do ácido glutâmico (do inglês: glutamic acid descarboxylase) 
G.R.A.S.- geralmente reconhecido como seguro (do inglês: generally recognized as safe) 
HLA- antigénios leucocitários humanos (do inglês: human leukocyte antigen) 
ICAs- anticorpos para células dos ilhéus (do inglês: islet cell antibodies) 
IFN- interferão 
iNOS- sintetase induzível de óxido de nítrico (do inglês: inducible nitrogen oxide synthetase)  
INS- gene da insulina 
MHC- complexo major de histocompatibilidade (do inglês: major histocompatibility complex) 
NOD.Igµnull- murganhos NOD com mutação nula para a cadeia pesada µ do locus Ig 
NOD.Lt/J- estirpe de murganhos com predisposição genética para diabetes tipo 1 non-obese-
diabetic mice 
PBS- tampão salino de fosfato (do inglês: phosphate buffer saline) 
PI- iodeto de propídio (do inglês: propidium iodide) 
PTPN22- gene da proteína linfóide tirosina fosfatase (do inglês: lymphoid protein tyrosine 
phosphatase) 
RNS- espécies reactivas de nitrogénio (do inglês: reactive nitrogen species) 
ROS- espécies reactivas de oxigénio (do inglês: reactive oxygen species) 
scid- imunodeficiência severa combinada (do inglês: severed combined immunodeficiency) 
SOD- superóxido dismutase 
TCR- receptor de células T (do inglês: T cell receptor) 
TNF- factor de necrose tumoral (do inglês: tumor necrosis factor) 
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A. INTRODUÇÃO 
 
1. A diabetes tipo 1 
 
A diabetes tipo 1 é uma doença autoimune que destrói especificamente as células β dos 
ilhéus de Langerhans pancreáticos, produtoras de insulina: auto-antigénios específicos 
dos ilhéus são recolhidos e processados por células apresentadoras de antigénios (APC), 
nomeadamente células dendríticas ou macrófagos, que migram para os gânglios 
linfáticos.  
No microambiente dos gânglios linfáticos, as APC podem apresentar os auto-antigénios 
às células T auto-reactivas, que escaparam à selecção negativa no timo e aos 
mecanismos de tolerância periférica. Estas células T auto-reactivas sofrem expansão 
clonal e migram para o pâncreas, onde são capazes de atacar especificamente as células 
β dos ilhéus pancreáticos (Mathis et al 2001; Mandrup-Poulsen et al 2003).  
O processo de invasão do pâncreas por células mononucleares, e que resulta numa 
reacção inflamatória denominada insulite, conduz a uma perda da maioria das células β 
(Cnop et al 2005). Os sinais de auto-reactividade contra as células β, na forma de auto-
anticorpos circulantes e disfunção das células β pancreáticas, ocorrem meses/anos antes 
do aparecimento de manifestações clínicas de diabetes tipo 1 (Abiru e Eisenbarth, 1999; 
Amrani et al 2000). 
 
1.1. Auto-anticorpos na diabetes tipo 1 
 
Meses (mesmo anos) antes do aparecimento clínico da diabetes tipo 1, podem ser 
detectados marcadores de autoimunidade, bem como alterações metabólicas nos 
indivíduos susceptíveis (Korhnen et al 2002). 
O aparecimento de auto-anticorpos dirigidos contra as células β pancreáticas - incluindo 
anticorpos contra o citoplasma das células dos ilhéus de Langherhans (ICAs - islet cell 
antibodies), que representam um grupo heterogéneo de auto-anticorpos para antigénios 
associados à diabetes tipo 1, precede o desenvolvimento clínico da diabetes. Por isso, 
tais anticorpos são usados como marcadores pré-clínicos da doença (Korhnen et al 2002; 
Pihoker et al 2005). 
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Os primeiros auto-anticorpos contra proteínas específicas encontrados nos ilhéus de 
Langerhans foram descritos pela primeira vez em 1974 (Bottazzo et al 1974). Estudos 
subsequentes demonstraram a presença de uma proteína de 64kDa que possuía uma 
actividade de descarboxilase de ácido glutâmico (GAD - glutamic acid descarboxilase) e 
que representava uma isoforma desconhecida - a GAD65 (Baekkeskov et al 1990). Mais 
tarde, foi verificado que pacientes com diabetes tipo 1 recém-diagnosticada tinham auto-
anticorpos anti-insulina (IAAs-insulin autoantibodies) (Palmer et al 1983; Wegmann et al 
2000). Posteriormente, e analisando em detalhe os auto-antigénios dos ilhéus de 
Langerhans, foi descoberto o antigénio 2 insulinoma (IA-2 -insulinoma-antigen 2), por 
co-precipitação com GAD65 em soros de doentes 64kDa+. 
A utilização de técnicas baseadas na reacção entre auto-anticorpos e auto-antigénios 
específicos (recombinantes) conduziu à noção de que muitas doenças autoimunes 
poderiam ser detectadas antes do diagnóstico clínico. Devido ao período relativamente 
longo entre a detecção inicial dos auto-anticorpos e o início da diabetes tipo 1, assim 
como o seu elevado valor preditivo, os auto-anticorpos são um marcador preditivo da 
doença (Pihoker et al 2005).  
Parece não haver um tipo de auto-anticorpos com melhor valor preditivo que outro por, 
aparentemente, não haver uma ordem específica para o aparecimento de cada um: 
vários estudos apontam para o facto de o número de auto-anticorpos diferentes ser mais 
preditivo do que a ordem pela qual estes surgem (Gardner et al 1999). Tanto os auto-
anticorpos anti-insulina como os IA-2 são afectados pela idade e pelo sexo dos pacientes, 
sendo que a sensibilidade no diagnóstico diminui com o aumento da idade (Feeney et al 
1997; Karvonen et al 1997; Graham et al 2002). Enquanto os auto-anticorpos anti-
insulina têm uma maior capacidade predictiva no diagnóstico em crianças com menos de 
10 anos de idade (~50-60%), os auto-anticorpos anti-GAD65 permanecem elevados 
independentemente da idade (70-80%) (Graham et al 2002; Pihoker et al 2005).  
Vários estudos apontam no sentido de que cada auto-anticorpo adicional encontrado em 
familiares em primeiro grau, de indivíduos com diabetes tipo 1 aumenta significativa-
mente o risco de desenvolver diabetes tipo 1 (Notkins et al 2001).  
Apesar das várias abordagens de detecção, chegou-se à conclusão de que quer os níveis 
elevados de auto-anticorpos como a presença de diversidade dos mesmos representam 
um elevado valor preditivo, tanto em familiares em primeiro grau de indivíduos 
diabéticos, como no resto da população (Hagopian et al 1995; Bingley et al 1997; 
Pihoker et al 2005). Desconhece-se, no entanto, se a quantidade de auto-anticorpos 
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específicos diferentes presentes num indivíduo é mais importante do que uma 
combinação específica de auto-anticorpos, e se combinações específicas conferem 
diferentes graus de risco (Gardner et al 1999; Greenbaum et al 1999; Pihoker et al 
2005).  
Embora a detecção de auto-anticorpos contra GAD65, IAA e IA-2 seja altamente 
preditiva da diabetes tipo 1, o facto de a reactividade dos ICAs nem sempre se 
correlacionar com a reactividade face a auto-antigénios específicos já definidos, sugere 
que permanecem por identificar auto-antigénios específicos adicionais (Korhonen et al 
2002; Notkins et al 2001; Mansson et al 2001; Pihoker et al 2005). 
A série de eventos que leva à formação de auto-anticorpos dirigidos contra as células dos 
ilhéus de Langerhans é desconhecida. Assume-se que ocorre um aumento de auto-
antigénios dentro dos ilhéus e que os auto-antigénios são recolhidos por células dendrí-
ticas e macrófagos residentes ou circulantes, que depois migram para os gânglios 
linfáticos pancreáticos, onde ocorre a apresentação de antigénio (Mathis et al 2001).  
Uma função potencialmente importante dos auto-anticorpos no desenvolvimento da 
diabetes tipo 1 será o processamento e apresentação de auto-antigénios pelo MHC 
(complexo major de histocompatibilidade) classe II. Os receptores específicos de 
antigénio das células B e receptores Fc nos monócitos, macrófagos e células dendríticas 
aumentam a eficiência de captura dos antigénios pelas APC diminuindo, assim, o limiar 
para a resposta das células T (A. Lanzavecchia, 1990;  Pihoker et al 2005). 
Recentemente ficou demonstrado que a presença de auto-anticorpos sem a presença de 
células B (num modelo murino da diabetes tipo 1 modificado), não é suficiente para o 
desenvolvimento da doença; as células B apresentam auto-antigénios das células β via 
receptores de células B (BCR) e moléculas MHC classe II às células T, potenciando as 
respostas auto-reactivas das células T CD4+ (Silveira et al 2006). 
 
1.2. Factores genéticos  
 
Estudos genéticos em famílias e em gémeos mostram que a diabetes tipo 1 é genetica-
mente determinada. Poderia pensar-se que o facto de haver famílias mais afectadas do 
que outras, se devia a uma exposição tanto de factores genéticos como ambientais, pelo 
que estudos em gémeos são úteis na distinção entre ambos (Leslie et al 2004). As 
elevadas taxas de concordância para as doenças autoimunes aquando da comparação de 
Efeitos de um extracto natural de uvas na patogénese da diabetes tipo 1 murina 
 
 
 
8 
gémeos idênticos e não idênticos é consistente com a existência de um componente 
genético nestas doenças (Salvetti et al 2000). 
O principal factor genético de risco para a diabetes tipo 1 é o (HLA) (antigénio 
leucocitário humano) localizado no cromossoma 6, conferindo 40 a 50% do risco 
hereditário da doença (Pugliese et al 2004). Estudos genéticos demonstraram que o 
haplótipo DQB1*0302-A1*0301 (DQ8) confere o risco maior, com um efeito 
diabetogénico aditivo se o alelo DRB1*0401 for herdado como parte do haplótipo. Mais 
de 40% das crianças com diabetes tipo 1 recém-diagnosticada têm o maior factor 
genético de risco que é conferido pelo genótipo DQB1*0301-A1*0301/DQB1*0201-
A1*0501 (DQ8/DQ2), em comparação com 3% em crianças saudáveis. Outros alelos têm 
também sido descritos como factores de risco de associação negativa (efeito protector) 
para a diabetes tipo 1, com maior proeminência HLA DQB1*0602-A1*0102 (DQ6) 
(Pihoker et al 2005).  
Vários estudos têm demonstrado haver correlação entre a presença de auto-anticorpos e 
os alelos HLA, sugerindo que o genótipo HLA pode ter um efeito modificador na geração 
de auto-anticorpos contra auto-antigénios específicos na diabetes tipo 1. No entanto, não 
foram encontradas associações de exclusividade entre certos alelos HLA e a auto-
imunidade para antigénios específicos.  
No Quadro I encontram-se representadas algumas associações descritas entre auto-
anticorpos envolvidos na diabetes tipo 1 e alelos com associação positiva ou negativa 
com a doença. 
Quadro I- Associação entre auto-anticorpos e factores genéticos na diabetes tipo 1 
 
Auto-anticorpo 
 
Haplótipo 
Tipo de 
associação 
 
Referências 
GAD65Ab DR3 e/ou DQB1*0201 positiva Graham et al 2002, 
Hagopian et al 1995 
 
IA-2Ab 
DQ8 e/ou DR4 
 
DR3/DQB1*0201 
positiva 
 
negativa 
Graham et al 2002, 
Hagopian et al 1995,  
Savola et al 1998; Knip 
et al 2002 
IAAs DR4, DQ8 positiva Ziegler et al 1991, 
Graham et al 2002 
ICAs DR4, DQ8 positiva Ziegler et al 1991, 
Graham et al 2002 
Efeitos de um extracto natural de uvas na patogénese da diabetes tipo 1 murina 
 
 
 
9 
Na medida em que o alelo DR4/DQ8 confere o maior risco para o desenvolvimento da 
diabetes tipo 1 e o alelo DR3/DQ2 confere um risco mais alargado no sentido da 
autoimunidade, tem sido sugerido que a resposta anti-GAD65 associada a DR3 é um 
marcador de autoimunidade em geral, e que a resposta anti-IA-2 associada a DR4 será 
um marcador mais específico de destruição das células β (Savola et al 1998; Pihoker et al 
2005). Deste modo, os genótipos particulares de HLA em indivíduos geneticamente 
predispostos à diabetes tipo 1 são factores de predição da doença, tal como a presença 
de auto-anticorpos específicos. 
O padrão de incidência específico da idade observado em doentes com diabetes tipo 1 é 
semelhante em todo o mundo, com um pico de incidência na infância e com um declínio 
acentuado no período que se segue à puberdade (Leslie et al 1994).  
Existe uma série de factores maternais associados ao aumento do risco de 
desenvolvimento da diabetes tipo 1 que é apenas verificado em crianças (Leslie et al 
2004). O risco que representa para os filhos ter um pai diabético é superior ao de ter 
uma mãe diabética; além disso, o risco associado às mães é inferior ao risco que se 
esperaria baseado no genótipo HLA (Warran et al 1984). Atendendo ao facto de o risco 
dos filhos fruto de gravidez tardia ser mais elevado, e o efeito da idade do pai no risco de 
vir a desenvolver a doença ser menor (Bingley et al 2000), os primogénitos têm um risco 
mais elevado que decresce 15% a cada nascimento. 
Além dos genes da região HLA, que conferem uma grande parte do risco genético para a 
diabetes tipo 1, apenas o gene da insulina (INS) foi conclusivamente associado à suscep-
tibilidade para a diabetes autoimune, conferindo 10% do risco (Bell et al 1984; Steck et 
al 2005). Além do gene INS, outros genes candidatos têm sido identificados fora da 
região HLA, nomeadamente: Ctla-4 (gene do antigénio 4 linfocitário T citotóxico) (Colucci 
et al 1997) e PTPN22 (gene da proteína tirosina fosfatase N22) (Bottini et al 2004; Vang 
et al 2005; Kawasaki et al 2006).  
 
1.3. Factores não-genéticos 
 
A incidência de doenças autoimunes tem aumentado consideravelmente nas últimas três 
décadas (J.F. Bach, 2002; Leslie et al 2004). A presente estabilidade relativa dos 
polimorfismos de HLA indica que o aumento da incidência não pode ser resultado de 
pressões genéticas selectivas, pelo menos a operar através de genes HLA (Leslie et al 
2004). Há quem defenda que a proporção de indivíduos com genótipos HLA de elevado 
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risco tem diminuído nas últimas décadas entre doentes com diabetes tipo 1 diagnos-
ticada, enquanto a proporção de pessoas com diabetes tipo 1 com genótipos de baixo 
risco, ou mesmo genótipos HLA protectores tem aumentado (Hermann et al 2003; 
Gillespie et al 2004). 
Como demonstram estudos de populações geneticamente estáveis, ou estudos populacio-
nais de migração, há factores não-genéticos que desempenham um papel determinante 
na diabetes tipo 1. Um dos estudos mostra que, em apenas quatro gerações, a população 
de uma região dos Estados Unidos da América subiu de 1,3 casos/100 000 habitantes em 
1890 para 11,3 casos/100 000 habitantes em 1961 (H.A. Sultz, 1972; Leslie et al 2004). 
Estas alterações são ainda mais evidentes em crianças diagnosticadas com diabetes tipo 
1 com menos de 5 anos de idade na Suíça, cuja incidência aumentou de 4,5 
casos/100.000 habitantes para 10,5 casos/100.000 habitantes entre 1965 e 2000 
(Schoenle et al 2001). Mesmo dentro da Europa há uma grande variação geográfica na 
incidência da diabetes tipo 1; desde incidências baixas, como 3,2/100.000 habitantes na 
Macedónia, a 54 casos/100.000 habitantes na Finlândia, em crianças com menos de 15 
anos de idade; esta diferença, superior a 15 vezes, dificilmente pode ser explicada 
apenas por factores genéticos (Knip et al 2005).  
Assim, a progressão para a diabetes clínica poderá requerer uma combinação de 
susceptibilidade genética à doença, um despoletador temporalmente crítico, ou uma 
elevada exposição a um determinado antigénio. Se algum destes determinantes está 
ausente, ou se algum dos factores exógenos actua extemporaneamente, o risco de 
desenvolvimento da diabetes será reduzido, mesmo na presença de outros elementos de 
predisposição (Knip et al 2005). 
 
1.3.1. Dieta  
Na infância, a dieta afecta o desenvolvimento da diabetes tipo 1: crianças que não são 
amamentadas têm um risco maior de desenvolver diabetes do que crianças que foram 
amamentadas, e se a amamentação for superior a 3 meses há uma protecção relativa-
mente a esta patologia (Vaarala et al 1999; Paronen et al 2000). 
Esta protecção poderá ser devida a um atraso na introdução de antigénios pela dieta, 
nomeadamente através de proteínas lácteas de vaca. O aumento de anticorpos 
circulantes contra proteínas de leite de vaca em crianças com diabetes tipo 1 foi descrito 
pela primeira vez em 1988 e mais tarde confirmado (Savilahti et al 1988; Åkerblom et al 
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1998). Estes anticorpos são principalmente do tipo IgA anti-BSA, anti-β-lactoglobulina e 
contra o leite de vaca.  
Apesar de o risco de desenvolver diabetes tipo 1 aumentar proporcionalmente ao con-
sumo de leite de vaca, mesmo durante a idade adulta, parece haver apenas um reduzido 
espaço de tempo de oportunidade no início da vida, durante o qual os factores 
ambientais poderão operar sobre factores genéticos de susceptibilidade no sentido de 
promover a progressão da doença. A maior resposta humoral a proteínas do leite de vaca 
em doentes com diabetes tipo 1 em comparação com indivíduos controlo parece ser 
específica para esta patologia porque, geralmente, não são observados níveis tão 
elevados noutras doenças autoimunes (Knip et al 2005). 
Pelo menos dois estudos independentes demonstram que uma dieta sem glúten não tem 
efeito nos sinais de autoimunidade contra as células β em familiares em primeiro grau de 
doentes com diabetes tipo 1. No entanto, esta dieta parece aumentar a secreção 
endógena de insulina em membros das famílias com elevado risco de virem a 
desenvolver a doença, podendo ter um papel benéfico na preservação da função das 
células β (Hummel et al 2002; Pastore et al 2003).  
Teoricamente, um antigénio proveniente da dieta pode ser um factor que induz a 
progressão da doença, uma vez que a exposição à maioria dos factores da dieta tende a 
ser frequente, e mesmo assim, com variações de exposição entre populações (Knip et al 
2005).  
 
1.3.2. Exposição a vírus 
A ideia de que antigénios virais possam estar envolvidos na etiologia da diabetes tipo 1 
tem recebido uma atenção considerável. Estudos epidemiológicos, imunológicos e 
histológicos envolvendo principalmente doentes com diabetes tipo 1 com menos de 15 
anos de idade na altura do diagnóstico, apoiam a hipótese do envolvimento de vírus na 
etiologia da doença, particularmente enterovírus (Leslie et al 2004; Ylipaasto et al 2004). 
Além de uma aparente sazonalidade no aparecimento de auto-anticorpos associados à 
diabetes tipo 1 - principalmente no Outono e no Inverno -, existe uma relação temporal 
entre o seu surgimento e infecções por enterovírus nos 6 meses que precedem a 
detecção dos auto-anticorpos (Lonnrot et al 2000; Kimpimäki et al 2001).  
Estas observações sugerem que, dos factores exógenos que poderão contribuir para a 
variação sazonal do aparecimento da autoimunidade contra as células β, terão que ser 
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excluídos os factores que representem uma exposição estável, ou que aumentem de 
forma consistente, como será o caso de alguns constituintes da dieta na infância (Knip et 
al 2005). 
Apesar da controvérsia existente, é possível que a exposição a antigénios virais 
específicos e/ou superantigénios possa provocar a activação de células T por reactividade 
cruzada com auto-antigénios, conduzindo ao início da doença em indivíduos genetica-
mente susceptíveis. Para apoiar a hipótese de que a reactividade contra antigénios virais 
e auto-antigénios apresentados pela molécula I-Ag7 poderá promover a destruição das 
células β dos ilhéus de Langerhans, tem sido realçado o mimetismo molecular entre 
peptídeos do vírus Coxsackie e a GAD65, um reconhecido auto-antigénio na diabetes tipo 
1 (Frisk et al 2004). 
A diabetes tipo 1 poderá ser prevenida evitando os factores ambientais que levam à sua 
progressão - prevenção primária -, ou modulando o processo destrutivo antes do 
aparecimento da diabetes clínica - prevenção secundária. A prevenção primária requer o 
reconhecimento e remoção dos factores ambientais como a dieta e os vírus (Leslie et at 
2004).  
 
 
1.4. Disfunção glicémica 
 
A diabetes tipo 1 ocorre quando a destruição autoimune das células β conduz a 
instabilidade metabólica (Tsai et al 2006). Quando a diabetes tipo 1 se manifesta 
clinicamente, a maioria das células β já morreu, e já não há produção suficiente de 
insulina para regular os níveis de glucose, resultando em hiperglicémia (Mathis et al 
2001). 
Gordon Weir et al (2004) propuseram a existência de uma progressão da diabetes por 
fases, cada uma marcada por importantes alterações na massa, fenótipo e função das 
células β. No início da progressão para a diabetes, os valores de glicose plasmáticos 
podem aumentar de valores perfeitamente normais (80mg/dl) para valores mais 
elevados que podem ser tão baixos como 89mg/dl. Esta alteração na glicémia não seria 
reconhecida como clinicamente anormal porque falharia na inclusão da categoria oficial 
de "impaired fasting glucose" (≥100mg/dl) ou "impaired glucose tolerance" (2h após 
administração de glucose - superior a 140mg/dl). Os indivíduos que mais tarde 
desenvolvem a doença progridem para estes valores, onde permanecem durante anos 
antes de desenvolver a diabetes (Weir et al 2004).  
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A primeira fase é descrita como compensação: a secreção da insulina aumenta para 
manter os níveis normais de glucose de modo a fazer face à resistência à insulina 
resultante da obesidade, inactividade física e predisposição genética.  
Grande parte deste aumento de secreção de insulina resulta de um aumento da massa 
celular β como comprovam alguns estudos em autópsias em humanos e em modelos 
roedores. Este aumento provavelmente resulta do aumento do número de células β, 
embora possa ocorrer uma hipertrofia das células β, ou mesmo um aumento de secreção 
de insulina por uma dada unidade de massa celular β. Uma explicação proposta poderá 
ser a existência de um mecanismo de retro-regulação com a resistência à insulina a 
provocar um aumento de glicose que estimulará a secreção e crescimento das células β. 
Esta regulação, a verificar-se, deverá encontrar-se sob um controlo rigoroso, 
nomeadamente através da enzima glucocinase das células β que controla a taxa da 
glicólise, e por conseguinte as taxas de secreção da insulina (Weir et al 2004). 
A segunda fase ocorre quando os níveis de glucose sobem (89-130mg/dl), sendo um 
estado de adaptação estável das células β. Nesta fase as células β já não se encontrarão 
numa fase de compensação porque os níveis de glicose não são mantidos. 
Posteriormente verifica-se um período de descompensação, no qual os níveis de glucose 
sobem relativamente depressa para a fase de descompensação estável. 
Por fim, ocorre uma severa descompensação que representa uma falência profunda das 
células β com progressão para a cetoacidose. Com excepção da última fase, o movimento 
através das fases pode ser em ambos os sentidos, mesmo em pacientes sob tratamento 
(Weir et al 2004). 
 
1.5. O modelo NOD  
 
Estudar a patogénese da diabetes tipo 1 directamente nos humanos é difícil, devido a 
vários factores: o decurso assintomático do processo da doença antes das manifestações 
clínicas; a localização retroperitoneal do pâncreas; e o facto de os eventos imunológicos 
nos ilhéus não serem nem facilmente detectáveis, nem reflectidos no sangue periférico 
(Roep et al 2004).  
Face a estas limitações, tornou-se necessário o desenvolvimento de modelos que repro-
duzissem a elevada incidência da diabetes e que permitissem estudar a doença de uma 
maneira que possibilitasse o acompanhamento da sua progressão (Roep et al 2004).  
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1.5.1. Origem da estirpe  
A estirpe de murganhos non-obese diabetic (NOD) foi desenvolvida por Susumu Makino, 
no Japão, através do cruzamento co-sanguíneo de murganhos Jcl:ICR (também 
conhecidos por murganhos suiços) (Makino et al 1980).  
O objectivo inicial de Makino era desenvolver uma estirpe em que todos os animais 
tivessem cataratas, assim como uma estirpe controlo sem cataratas. Na geração 6, a 
estirpe que desenvolvia cataratas foi dividida em duas sub-linhas adicionais com o intuito 
de obter um modelo para o desenvolvimento espontâneo da diabetes. Uma das linhas 
tinha níveis normais de glicémia em jejum, enquanto a outra tinha níveis hiperglicémicos 
na mesma condição. Enquanto que da última linha se esperaria obter um modelo de 
desenvolvimento espontâneo da diabetes, da primeira esperar-se-ia uma estirpe 
normoglicémica controlo. Na geração 20 da primeira linha surgiu uma fêmea que 
desenvolveu hiperglicémia espontaneamente com infiltração leucocitária nos ilhéus 
pancreáticos (insulite). Esta estirpe é denominada NOD (non-obese diabetic) e a segunda 
estirpe, inicialmente denominada NON referindo-se a non-obese normal (Makino et al 
1980) passou a significar non-obese non-diabetic (Atkinson et al 1999). 
Foram derivadas outras estirpes de cruzamentos da estirpe ICR que, apesar de 
possuirem o mesmo haplótipo diabetogénico I-Ag7 do locus MHC do NOD, não 
desenvolveram espontaneamente diabetes tipo 1. Apenas os NOD tinham a combinação 
de genes MHC e não-MHC necessária para, num ambiente livre de patogéneos, 
produzirem sintomatologia clínica (hiperglicémia) (Roep et al 2004). 
De um modo geral, os NOD desenvolvem diabetes espontaneamente, o que parece 
reflectir muitos aspectos importantes da doença humana, incluindo o desenvolvimento de 
inflamação e auto-anticorpos específicos para os ilhéus pancreáticos (Makino et al 1980). 
Nos modelos animais, o desenvolvimento de diabetes espontânea depende estritamente 
dos alelos MHC. O alelo I-Ag7 representado no murganho NOD é um ortólogo do alelo de 
susceptibilidade HLA-DQ0302 nos humanos. Uma das implicações será assumir que a 
diabetes tipo 1 é provavelmente uma doença autoimune associada às células T CD4+, na 
qual os alelos de susceptibilidade do MHC classe II serão importantes na apresentação de 
auto-antigénios e na determinação da selecção de especificidades auto-agressivas (J.F. 
Bach, 1994).  
Embora clones de células T CD4+ provenientes de NOD sejam capazes de induzir a 
diabetes quando transferidos para recipientes imunodeficientes (Haskins et al 1990), 
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sugerindo a possibilidade de curar a doença por via imunológica, estudos mais recentes 
vieram evidenciar que a diabetes tipo 1 era muito mais complexa do que se esperaria.  
Foram identificados muitos genes não relacionados com o MHC que conferem 
suceptibilidade à doença (Serreze et al 2001); é difícil definir a especificidade das células 
T que iniciam os eventos imunológicos que levam ao início e à progressão da patologia, 
assim como é difícil identificar factores ambientais que poderão estar envolvidos na 
patogénese da diabetes tipo 1 (Roep et al 2004).  
Adicionalmente, observou-se que muitas das terapias preventivas da diabetes tipo 1 que 
pareciam promissoras nos NOD, não têm a mesma eficácia nos humanos (Makino et al 
1980). É importante, por isso, considerar com precaução as semelhanças e diferenças 
entre a diabetes autoimune no modelo NOD e nos humanos (Roep et al 2004). 
 
1.5.2. Papel das células T na diabetes tipo 1 
O processo diabetogénico pode ser bloqueado ou diminuído por reagentes que interferem 
com a função das células T (não só nos modelos roedores como também em humanos), o 
que aponta para o seu envolvimento e importância na doença (Mathis et al 2001).  
O modelo NOD e outros modelos murinos da diabetes tipo 1, assim como modelos 
transgénicos deles derivados, têm vindo a fornecer informações que ajudam a esclarecer 
alguns aspectos cruciais sobre a diabetogénese nos humanos. Murganhos NOD 
geneticamente atímicos (Makino et al 1986), ou T linfopénicos (Harada e Makino, 1986), 
não chegam a desenvolver diabetes tipo 1.  
Uma experiência simples que demonstra a importância das células T na doença, consiste 
em transferir células T provenientes de dadores NOD diabéticos para recipientes NOD 
não-diabéticos, o que resulta na precipitação do desenvolvimento da diabetes nos 
recipientes (Wicker et al 1986; Bendelac et al 1987; Miller et al 1988).  
As células T com propriedades diabetogénicas pertencem às classes CD4+ helper e CD8+ 
citotóxicas, ambas participando no desenvolvimento da diabetes tipo 1. No caso das 
células T CD4+, os antigénios são apresentados pelas moléculas do complexo major de 
histocompatibilidade classe II (MHC classe II) expressas em células apresentadoras de 
antigénio (APC) e, no caso das células T CD8+, os antigénios são apresentados por 
moléculas do complexo major de histocompatibilidade classe I (MHC classe I), que estão 
presentes na maioria dos tipos celulares. As células T diabetogénicas respondem a 
diferentes antigénios que são específicos das células β pancreáticas. 
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Pensa-se que os auto-antigénios das células β pancreáticas surgem por renovação celular 
ou por danos nestas células, e são processados e apresentados às células T helper por 
APC. Os macrófagos e as células dendríticas são os primeiros tipos celulares a infiltrar os 
ilhéus pancreáticos; de seguida, células T CD4+ naive circulantes podem reconhecer os 
peptídeos das células β pancreáticas apresentados pelos macrófagos e pelas células 
dendríticas (Yoon et al 2005).  
Ao mesmo tempo, células T CD8+ específicas para os antigénios das células β são 
activadas pela interleucina-2 (IL-2) produzida pelas células T CD4+ activadas, diferen-
ciam-se em células T citotóxicas e são recrutadas para os ilhéus de Langerhans (Yoon et 
al 2005).  
Tanto as células T CD8+ citotóxicas como as T CD4+ activadas estão envolvidas na 
destruição das células β. Estas células podem ser danificadas por granzimas e perforina, 
libertadas pelas células T CD8+ citotóxicas, e por mediadores solúveis como citocinas e 
moléculas reactivas de oxigénio libertadas pelos macrófagos activados nos ilhéus 
pancreáticos (Yoon et al 2005).  
Os linfócitos T helper (Th) têm sido divididos em duas classes funcionais  Th1 e Th2  
com base nas citocinas que produzem e nos seus efeitos na imunidade celular e humoral. 
Assim, tem sido proposto (Mosmann e Coffman 1989) que: 
- as células Th1  . produzem IFN-γ, IL-2, IL-12 TNF-α; 
 . exercem efeitos reguladores negativos na imunidade  
humoral; 
 . promovem a imunidade celular. 
- as células Th2 . produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13; 
 . exercem efeitos reguladores negativos na imunidade celular; 
 . promovem a imunidade humoral. 
Rabinovitch (1998) propôs que as respostas efectoras do tipo Th1 estariam associadas ao 
processo inflamatório da insulite nos NOD e que, pelo contrário, as respostas do tipo Th2, 
através da sua acção reguladora sobre Th1, poderiam contrariar as respostas 
inflamatórias, opondo-se ao desenvolvimento da diabetes tipo 1. 
As respostas do tipo Th1 efectuam-se através do reconhecimento de antigénio por 
células T naive pelo seu receptor (TCR), juntamente com um sinal co-estimulatório dado 
pelas moléculas B7-1 e B7-2 expressas na superfície das APC.  
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Este sinal co-estimulatório é dado às células T pela interacção de B7 com os seus 
receptores nas células T - CD28 e CTLA-4 (Reeves et al 1997). 
O aumento da expressão B7 nas APC é necessário para uma apresentação óptima de 
antigénios às células T; esta co-estimulação das células T mediada por B7 é importante 
na patogénese da diabetes 1. De modo geral, a importância de sinais co-estimulatórios 
na patogénese da diabetes tipo 1 nos NOD acentua a importância das células 
apresentadoras de antigénio (APC) (Aoki et al 2005). Os NOD apresentam um aumento 
na percentagem de células B que expressam B7-1+ e B7-2+ nos ilhéus (Hussain et al 
2005). Deste modo, o efeito co-estimulatório CD28/B7, pode promover uma resposta do 
tipo Th1 a auto-antigénios (Bour-Jordan et al 2004). 
Outro membro da via co-estimulatória é o CTLA-4 cuja expressão parece estar diminuída 
nos linfócitos dos NOD quando comparada com outras estirpes (Colucci et al 1997). O 
CTLA-4 é uma molécula co-estimulatória negativa que regula a activação e proliferação 
das células T por ligação a B7-1/2 das APC, competindo com CD28 para os mesmos 
ligandos e com maior afinidade (Peach et al 1994; Tivol et al 1995). Quando expressa 
por células T activadas, o CTLA-4 inibe a proliferação das células T, a produção de IL-2 e 
a proliferação do ciclo celular (Walunas et al 1994; Krummel e Allison, 1995; Krummel e 
Allison, 1996; Krummel et al 1996; Aoki et al 2005).  
Alguns autores sugerem que uma combinação de marcadores genéticos Th2 e meta-
bólicos poderá conferir predisposição genética adicional, em que a transmissão de 
genótipos de baixa expressão Th2, aliada a um perfil genético Th1 normal, poderá 
resultar em perfis de expressão predominantemente pro-inflamatórios (Eerligh et al 
2004). 
Os mecanismos intrínsecos (vias de sinalização de activação) e as deficiências extrín-
secas (células acessórias) conferem capacidades proliferativas reduzidas aos timócitos e 
às células T periféricas após activação via TCR. Esta fraca resposta pode tornar as células 
T CD4+ e T CD8+ mais resistentes aos mecanismos de morte celular induzida por 
activação (AICD - activation induced cell death) (Colucci et al 1997; Arreaza et al 2003). 
A resistência à apoptose das células T CD4+ e T CD8+ nos NOD sugere que estes pos-
suem uma capacidade reduzida de eliminar células T auto-reactivas, o que é compatível 
com a natureza autoimune da diabetes tipo 1 (Arreaza et al 2003). 
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1.5.3. Semelhanças e diferenças entre a diabetes tipo 1 
nos humanos e no modelo NOD  
Tanto os murganhos NOD como os humanos com diabetes tipo 1 possuem uma 
predisposição genética que não é monogénica, com uma contribuição de loci não-MHC 
igualmente múltipla. Parece haver uma influência ambiental em ambos os casos, assim 
como uma regulação imunológica periférica deficiente. Acrescendo ao facto da doença 
poder ser  transmitida por transplantação de medula óssea, os auto-antigénios parecem 
ser os mesmos, desconhecendo-se, em ambos, qual o(s) auto-antigénio(s) iniciador da 
doença. 
Existem diferenças importantes a considerar em relação à diabetes autoimune nos NOD e 
nos humanos. Enquanto nos humanos existe apenas um gene que codifica para a 
insulina, nos murganhos NOD existem dois genes; nestes últimos a reactividade humoral 
às células β reside nos auto-anticorpos anti-insulina, enquanto nos seres humanos 
existem também auto-anticorpos anti-GAD65 e anti-IA2, sendo que as células β 
pancreáticas dos murganhos NOD não expressam GAD65.  
Ao invés do que acontece nos NOD, em que há uma maior prevalência da diabetes tipo 1 
nas fêmeas em relação aos machos, tal não acontece nos humanos, embora a incidência 
seja consideravelmente superior nos NOD  0,25 a 0,40% nos humanos versus mais de 
80% nos NOD -, sendo que a incidência pode chegar a atingir 30% nos humanos em 
indivíduos geneticamente susceptíveis (Rosmalen et al 2002).  
Em relação à insulite mediada por células T, esta é mais severa nos NOD do que nos 
humanos, sendo que estes não apresentam peri-insulite e apenas um número reduzido 
de indivíduos apresenta infiltrados linfocitários noutros tecidos, ao passo que o mesmo 
não acontece nos NOD.  
Uma diferença igualmente importante reside no facto de os auto-anticorpos maternais 
serem diabetogénicos no modelo NOD (Andersson et al 1991; Greeley et al 2002), ao 
contrário do que se passa nos humanos, em que a transferência placentária de auto-
anticorpos reduz potencialmente o risco de desenvolvimento da diabetes tipo 1 
(Koczwara et al 2004). Acresce dizer que embora haja mais de 195 intervenções com 
agentes terapêuticos que são bem sucedidas nos NOD, nos seres humanos aguarda-se o 
desenvolvimento de terapias verdadeiramente eficazes contra o desenvolvimento da 
diabetes tipo 1 (Roep et al 2004). 
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2. Envolvimento de espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio na 
diabetes tipo 1  
 
Tem sido acumulada evidência experimental de que as espécies reactivas de oxigénio 
(ROS) desempenham um papel crucial na transdução de sinal das células T e B, bem 
como em outros tipos celulares. Por isso, tem sido proposto que as espécies reactivas de 
oxigénio possam actuar como segundos mensageiros numa míriade de eventos de 
transdução de sinais (Chen et al 2000).  
Apesar da diabetes tipo 1 ser descrita como uma doença autoimune, as espécies 
reactivas de oxigénio ROS, assim como espécies reactivas de nitrogénio (RNS) poderão 
actuar como moduladores das reacções autoimunes a diferentes níveis. 
Existem vários estudos que sugerem que as ROS estão envolvidas na destruição das 
células β pancreáticas, o fenótipo chave da doença, independentemente dos factores que 
a despoletam (Ho et al 1999). 
Evidências de que o processo envolve mediadores como o óxido nítrico e radicais livres 
de oxigénio, incluem as seguintes observações (Kawasaki et al 2004): 
• as células β expressam muito pouco enzimas de neutralização de ROS, 
indicando que poderão ser susceptíveis a danos por radicais livres; 
• IL-1, sozinha ou em combinação com IFN-γ, induz a produção de NO que 
aumenta a apoptose das células β; a apoptose induzida pelas citocinas é 
mediada através de um aumento da expressão de iNOS (NO sintetase 
induzível) e consequente produção de NO; 
• ilhéus de Langerhans que são deficientes em iNOS são mais resistentes à 
morte induzida por citocinas do que ilhéus wild type; 
• Kubisch et al (1994) - a sobre-expressão de superóxido dismutase (SOD) 
aumenta a resistência ao stresse oxidativo; 
• A sobre-expressão de SOD de manganésio, catalase e glutationa peroxidase 
em células insulinoma, previne a citotoxicidade induzida por IL-1; 
• Hotta et al (1998) - a sobre-expressão da tioredoxina nas células β em NOD 
transgénicos conduz a uma redução acentuada na diabetes; 
• Ihara et al (1999) - mostrou que os ilhéus pancreáticos de ratos diabéticos 
possuíam um aumento de ROS; 
• Piganelli et al (2002) - mostraram que a administração de uma metaloporfirina 
baseada em SOD previne o aparecimento da diabetes tipo 1 e inibe a insulite 
em NOD.scid injectados com um mimetista da SOD, antes da transferência do 
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clone de células TBDC2.5. Estes resultados sugerem que este mimetista pode 
ser usado para inibir as respostas das células T a auto-antigénios. 
Na presença da principal citocina Th1 - IFN-γ -, as células dos ilhéus pancreáticos 
humanos libertam níveis elevados de óxido nítrico (Marselli et al 2001) que pode alterar 
a secreção de insulina e provocar disfunção nas células β por esgotamento de 
antioxidantes das células dos tecidos durante a inflamação pancreática (Laybutt et al 
2002).  
De facto, a fase pré-diabética na qual os ilhéus de Langerhans estão infiltrados com 
células imunitárias e inflamatórias, que ocorre antes da morte das células β pancreáticas, 
é acompanhada pela libertação de ROS e RNS citotóxicas (Rabinovitch et al 1998). 
Alguns autores propõem que a destruição das células produtoras de insulina poderá 
resultar da exposição directa a radicais livres produzidos pelas células imunitárias 
(Nathan et al 1986; Ho et al 1999). Um potencial mecanismo é o efeito tóxico dos 
radicais livres de oxigénio produzidos como resultado do influxo de células inflamatórias 
para o pâncreas (Cornellius et al 1993).  
Tem sido sugerido que indivíduos com diabetes tipo 1 poderão ter defeitos significativos 
nas suas defesas antioxidantes quando comparados com indivíduos saudáveis não 
diabéticos (Maxwell et al 1997). Danos peroxidativos sistémicos associados a mecanis-
mos de defesa insuficientes contra ROS já estarão presentes na altura do aparecimento 
clínico da diabetes tipo 1 em crianças e adolescentes (Martin-Gallan et al 2005). 
No entanto, é pouco provável que qualquer efeito tóxico de radicais livres de oxigénio 
nas células β dos NOD resulte, directa ou exclusivamente, de uma deficiência enzimática 
antioxidante, já que animais da estirpe NOD não diferem significativamente na sua 
actividade enzimática antioxidante, quando comparados com estirpes não autoimunes 
(Cornellius et al 1993). Outros autores referem que o modelo NOD possui um número 
superior de marcadores de stresse oxidativo nas células β na fase pré-diabética, 
comparado com estirpes controlo, tendo sido sugerido que poderá existir uma correlação 
entre a capacidade de regeneração dos ilhéus de Langerhans e a sua resistência ao 
stresse oxidativo (Haskins et al 2003; Haskins et al 2004). 
Adicionalmente, as células β pancreáticas têm uma sensibilidade pronunciada em relação 
ao stresse oxidativo (Zhang et al 1995; Lapidot et al 2002). OBrien e colaboradores 
(1997) demonstraram que a morte de células β por apoptose precede a infiltração nos 
ilhéus de Langerhans, levantando a hipótese de que a susceptibilidade das células β à 
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apoptose pode influenciar a ocorrência da diabetes por mecanismos autoimunes e não-
autoimunes no modelo NOD (OBrien et al 1997).  
Tal como acontece com os auto-anticorpos, ainda não é claro se a produção de ROS é a 
causa directa da morte das células β, ou simplesmente uma consequência da progressão 
da doença, apesar de alguns distúrbios nas defesas antioxidantes surgirem mesmo no 
estado pré-diabético (Ho et al 1999). 
Espécies reactivas de oxigénio desempenham funções importantes nos processos infla-
matórios, nomeadamente através da activação de factores de transcripção (Rahman et al 
2006). A modulação do estado redox pode afectar os mecanismos intracelulares 
envolvidos na diferenciação linfocitária, o que torna a transdução de sinal dos linfócitos 
influenciável pelo stresse oxidativo (Krejsa et al 1997; Gong et al 2003).  
Adicionalmente, tem sido sugerido que um fraco estado nutricional e dietas ricas em 
nitritos e nitratos estarão relacionadas com o aumento da incidência da diabetes tipo 1, 
produzindo um ambiente mais susceptível ao dano oxidativo resultante de um 
decréscimo nas defesas antioxidantes (Dahlquist et al 1990; Virtanen et al 1994; Ho et al 
1999). 
 
3. Compostos polifenólicos - os flavonóides 
 
É reconhecido que as estruturas dos produtos naturais têm uma elevada diversidade 
química, especificidade bioquímica e propriedades biológicas, que as tornam particular-
mente interessantes para a descoberta de novas drogas e que servem para diferenciá-los 
das bibliotecas sintéticas e compostos combinatórios de químicos (Clardy et al 2004). 
Produtos naturais e seus derivados têm sido tradicionalmente a fonte maioritária de 
drogas, representando 30% do mercado farmacêutico (Kirkpatrick et al 2002). Os 
produtos naturais são ainda as maiores fontes de agentes terapêuticos inovadores para 
doenças infecciosas, cancro, desordens lipídicas e imunomodulação (Altmann et al 2001). 
Os produtos naturais são um bom ponto de partida para que seja(m) encontrado(s) um 
ou vários compostos que tenham actividade(s) biológica(s) úteis, especialmente em 
áreas terapêuticas. Mesmo grandes combinações de compostos químicos usados, muitas 
vezes não reflectem o mesmo espectro alargado e diversidade química que muitos dos 
produtos naturais exibem ((Brohm et al 2002; Dobson et al 2004; Basso et al 2005). 
Compostos polifenólicos, em particular os flavonóides, têm sido descritos como subs-
tâncias moduladoras de uma variedade de processos inflamatórios e de funções 
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imunitárias (Middleton et al 2000; Nair et al 2002). De uma maneira geral, atribui-se aos 
polifenóis naturais funções importantes na defesa imunitária, nomeadamente actuando 
como quimioprotectores contra processos inflamatórios mediados pelo sistema imunitário 
sob estimulação crónica de antigénios.  
A literatura refere que os flavonóides veiculados pela dieta poderão ser responsáveis por 
uma variedade de acções bioquímicas e farmacológicas como: anticarcinogénicas, 
cardioprotectoras, antimicrobianas, anti-trombóticas, anti-virais, hepatoprotectoras e 
anti-inflamatórias (Middleton et al 2000). Os mecanismos moleculares pelos quais estes 
compostos exercem os seus efeitos permanecem por esclarecer. 
Os compostos flavonóides são produzidos como metabolitos das plantas. A quercetina, 
um dos flavonóides com maior representatividade na dieta - abundantemente presente 
na pele de frutos, folhas de chá e de tabaco - tem sido alvo de investigação no sentido 
de melhorar/tratar muitas doenças inflamatórias (Rice-Evans et al 1996; Chen S-S et al 
2000). Por exemplo, a quercetina inibe a encefalomielite alérgica experimental (EAE) em 
murganhos SJL/J, bloqueando a produção de IL-12 e a diferenciação Th1 (Yanagida et al 
1994; Nguyen et al 2000; Muthian e Bright, 2004). 
Antioxidantes como a quercetina alteram o desenvolvimento Th1 versus Th2 e a 
produção de IgE (Jeannin et al 1995; Peterson et al 1998; Gong et al 1999; Masbad et al 
1999). Estes antioxidantes aumentam a glutationa intracelular, por múltiplos 
mecanismos de neutralização directa de ROS, quelatação de metais de transição, e 
aumento da expressão de genes antioxidantes (Xie et al 1995; Gong et al 2003).  
Alguns autores sugerem que, apesar dos alvos intracelulares envolvidos nas acções anti-
inflamatórias da quercetina, e de compostos polifenólicos de uma maneira geral, ainda 
não estarem bem definidos, esta poderá ser útil no tratamento de doenças autoimunes 
inflamatórias mediadas por células Th1 (Muthian e Bright, 2004). 
O trabalho realizado pretendeu avaliar a actividade biológica de um extracto natural de 
uvas, rico em compostos polifenólicos, obtido através de tecnologias limpas, ao nível da 
diabetogénese, ao nível da inflamação pancreática e ao nível das funções linfocitárias no 
modelo murino NOD da diabetes tipo 1. 
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B. MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Animais 
Para prossecução do trabalho foram criados murganhos das estirpes C57Bl/6, NOD.Lt/J e 
NOD.LtSz/scid. Estes foram mantidos num ambiente de temperatura controlada (22-
24ºC) sob ciclos de luz/escuro 12:12 no biotério do Instituto Gulbenkian de Ciência, em 
Oeiras. 
 
2. Extracto natural de uvas 
O extracto natural de uvas (E.N.U.) foi obtido a partir de resíduos da produção de vinho 
branco, e preparado pelo Laboratório de Nutracêuticos do Instituto de Biologia 
Experimental e Tecnológica utilizando procedimentos G.R.A.S. (generally-recognised-as-
safe).  
Resumidamente, resíduos de uvas brancas (variedade Arinto) foram triturados e 
extraídos com 50:50 H2O/etanol (2ml solvente/g resíduo) durante 30 minutos à 
temperatura ambiente. A fase líquida foi centrifugada a 9000 r.p.m. a 20ºC durante 15 
minutos, sendo posteriormente concentrada em vácuo, a 40ºC, usando um evaporador 
rotativo. O extracto natural de uvas foi finalmente filtrado (0,2µm) e armazenado a 20ºC 
até à sua utilização. A quantificação dos polifenóis revelou que a quercetina estava 
presente em maior quantidade no extracto da matriz natural, encontrando-se numa 
concentração total de 0,1mg/ml.  
 
3. Preparação de suspensões celulares  
Para os ensaios in vitro foram utilizados murganhos NOD.Lt/J e C57Bl/6 com idades 
compreendidas entre 6 e 8 semanas de idade. Os murganhos foram eutanaziados com 
CO2 e os gânglios linfáticos (axilares, braquiais, mesentéricos, inguinais, paravertebrais e 
pancreáticos) foram colhidos em Hank's Bovine Salt Solution (HBSS) com 2% de soro 
fetal de bovino (com CaCl2 e MgCl2) (GIBCO).  
Para cada estirpe de murganhos foram reunidos gânglios linfáticos provenientes de vários 
animais. As suspensões celulares foram preparadas forçando suavemente os gânglios 
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através de uma fibra de rede de nylon. As suspensões celulares foram centrifugadas a 
1200 r.p.m. durante 10min e o pellet ressuspendido em meio RPMI 1640 com GlutaMAX 
suplementado com 10% de soro fetal de bovino, HEPES 1M, piruvato de sódio MEM 
10mM, penicilina-estreptomicina e β-mercaptoetanol (GIBCO).  
O número de linfócitos viáveis foi determinado por exclusão do corante vital azul de 
tripano numa câmara de Neubauer. O azul de tripano é um corante vital diazo que, 
incapaz de penetrar membranas plasmáticas intactas, apenas cora de azul as células 
mortas que podem ser visualizadas por microscopia e excluídas da contagem.  
 
4. Enriquecimento em células T por fibra de lã de nylon 
Para a obtenção de suspensões linfocitárias enriquecidas em células T foi utilizado um 
método que permite a obtenção de preparações celulares enriquecidas em células T, 
ficando relativamente livres de células aderentes, células mortas e restos celulares. Este 
método consiste na incubação de suspensões celulares em colunas preenchidas com lã 
de nylon (Nylon Wool Fiber - Polysciences, Inc.).  
Após contagem, as suspensões celulares foram acertadas a 2ml de meio de cultura RMPI 
completo, e menos de 2x108 células foram inseridas em colunas com 10ml de capacidade 
com lã de nylon previamente descompactada. Após a eliminação de eventuais bolhas de 
ar, as colunas foram incubadas com meio RMPI completo a 37ºC durante 1 hora. Após a 
adição das suspensões linfocitárias às colunas, estas foram incubadas durante 1 hora a 
37ºC.  
A maioria das células B permaneceram na malha da lã de nylon e as células T, não-
aderentes, foram recolhidas na parte inferior das colunas. A fracção enriquecida em 
células T foi centrifugada a 1200 r.p.m. durante 10min e ressuspensa em meio completo 
RPMI adicional. De modo a aumentar a pureza das suspensões em células T, este 
processo foi repetido.  
Os pellets obtidos foram ressuspensos em 3-5ml de meio RPMI completo e a viabilidade 
celular determinada pela técnica de exclusão de azul de tripano. Este procedimento, que 
envolve a contagem das células que não incorporam o azul de tripano, foi realizado 
imediatamente antes dos ensaios in vitro.  
O grau de pureza das suspensões foi estimado por citometria de fluxo através da 
determinação das percentagens de células T e de células B presentes nas suspensões 
enriquecidas.  
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5. Culturas celulares primárias 
Nos ensaios in vitro foram usadas suspensões enriquecidas em células T após 
determinação da pureza por citometria de fluxo. As suspensões celulares dos baços 
utilizadas continham, após enriquecimento, 59,8% (±8,8) de células T nos C57Bl/6 e 
64,3% (±3,3) nos NOD.Lt/J. Relativamente às suspensões celulares dos gânglios 
linfáticos, foram utilizadas suspensões enriquecidas contendo, em média 83,5% (±3,4) 
de linfócitos T viáveis provenientes de murganhos C57Bl/6 versus 89,9% (±4,8) de 
NOD.Lt/J. 
As células foram depositadas em placas plásticas com poços de fundo liso (1x106 células 
viáveis/ml) e incubadas em meio RPMI completo com concanavalina A (2µg/ml) (SIGMA) 
a 37ºC numa câmara com uma atmosfera de 5% CO2 durante 24h. Após este período, foi 
adicionada interleucina 2 (IL-2) (10U/ml) como factor de crescimento das sub-
populações de células T, durante 24h adicionais. A IL-2 é um factor de proliferação não 
específico para as células T que induz a progressão do ciclo celular nas células em 
repouso permitindo, por isso, a expansão clonal de células T activadas. O extracto 
natural de uvas (3µl/ml) foi adicionado aos linfócitos pré-activados, com excepção dos 
controlos, a que se seguiu um período de incubação de 24h. As células foram recolhidas 
e preparadas para análise no citómetro de fluxo.  
 
6. Análise de populações linfocitárias - Citometria de fluxo 
6.1. Fundamento 
A identificação e quantificação de antigénios celulares com anticorpos monoclonais 
marcados com fluorocromos  imunofenotipagem - é uma das aplicações mais impor-
tantes da citometria de fluxo.  
O princípio fundamental da utilização deste método analítico para identificação de sub-
populações celulares baseia-se na expressão diferencial de proteínas de superfície 
celulares - marcadores de superfície. As populações linfocitárias podem ser distinguidas 
entre si através da utilização de anticorpos específicos que reconhecem proteínas de 
superfície que lhes conferem diferentes capacidades funcionais.  
Na análise por citometria de fluxo são necessárias preparações de células únicas. Várias 
sondas ou anticorpos podem ser ligados ao(s) antigénio(s) de interesse. A suspensão 
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celular é aspirada pelo interior de um tubo fino onde, rodeada por uma corrente líquida 
fina, as células passam individualmente, espaçadas entre si por intervalos regulares, por 
um feixe de laser. A luz é reflectida, deflectida ou absorvida quando encontra uma célula. 
A luz absorvida num determinado comprimento de onda pode ser re-emitida como 
fluorescência se a célula contém uma substância naturalmente fluorescente, ou um ou 
mais anticorpos marcados com fluorocromos ligados à superfície ou a estruturas celulares 
internas. A luz deflectida é dependente da estrutura interna da célula (granulosidade), e 
a luz reflectida é dependente do seu tamanho. 
As substâncias fluorescentes absorvem luz num determinado comprimento de onda 
(c.d.o.) e re-emitem-na noutro. Assim, o fluorocromo de cada anticorpo monoclonal pode 
ser excitado a um determinado c.d.o. por um laser e emitir fluorescência noutro c.d.o. A 
luz e/ou os sinais de fluorescência difundidos são detectados por tubos fotomultiplica-
dores e amplificados.  
 
6.2. Procedimento e análise das populações linfocitárias 
Após o período de incubação, as células foram centrifugadas a 2000 r.p.m. durante 30 
segundos e os sobrenadantes rejeitados. As suspensões celulares foram lavadas com 
uma solução tampão adequada (PBS 2% soro fetal bovino; 0,015% azida de sódio) e 
marcadas com anticorpos monoclonais fluorescentes para análise no citómetro de fluxo. 
Para a aquisição dos eventos (sendo cada detecção de uma única célula considerada um 
evento) as células foram seleccionadas nos linfócitos pela morfologia (tamanho e 
complexidade). Para detecção das células mortas as suspensões linfocitárias foram 
incubadas com iodeto de propídio (PI). 
Nos linfócitos viáveis, determinados através dos linfócitos que não emitiam fluorescência 
com iodeto de propídio (PI negativos), foi analisada a expressão de CD4+, CD8+ e B220 
assim como a expressão do marcador de activação CD69, em cada população linfocitária. 
O equipamento analítico utilizado na aquisição dos dados foi o citómetro de fluxo 
FACSCalibur (BD Biosciences), e para a análise, o software FlowJo (BD Biosciences). 
 
6.3. Anticorpos 
De modo a bloquear marcações por ligações inespecíficas foi utilizado um anticorpo anti-
receptor Fc: Anti-FcR-IgG2b CD16/CD32 (2.4G2). Os linfócitos foram marcados na 
superfície com anti-TCRδβ marcado com isotiocinato de fluoresceína (FITC) (H57-597), 
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anti-B220 marcado com aloficocianina (APC) (RA3-6B2), anti-CD4 FITC (L3T4; GK 1.5) 
(B.D. Biosciences PharmingenTM), anti-CD8 (APC) (YTS169.4), anti-CD69 biotinilado 
(H1.2F3) (B.D. Biosciences PharmingenTM), estreptavidina marcada com ficoeritrina (PE) 
(B.D. Biosciences PharmingenTM).  
 
7. Status da diabetes 
A diabetes tipo 1 foi diagnosticada através da medição dos níveis de glicose presentes no 
sangue que resulta de uma descompensação na regulação da glicose sanguínea que se 
traduz num estado de hiperglicémia. 
Esta desregulação é consequência da destruição selectiva das células produtoras de 
insulina do pâncreas, resultado de uma infiltração leucocitária que pode ser visualizada 
após coloração pancreática post mortem e quantificada através da determinação do 
índice de insulite. 
 
 7.1. Glicémia  
O desenvolvimento da diabetes tipo 1 nos murganhos NOD.Lt/J foi acompanhado através 
de medições frequentes da glicémia pelo teste Accu-Chek Sensor Comfort (Roche 
Diagnostics GmbH). O aparelho Accu-Chek determina a concentração de glicose no 
sangue por amperometria. A tira-teste contém glicose-desidrogenase que converte a 
glicose presente na amostra de sangue em gliconolactona que, na presença da coenzima 
pirroloquinolinoquinona (P.Q.Q.), gera uma corrente eléctrica que o aparelho integra e 
reconhece como glicose no sangue. O limite de detecção do teste é de 10mg de glicose 
por decilitro de sangue (0,6mmol/l) para a tira-teste. O limite superior do teste é de 
600mg/dl (33,3mmol/l). 
Para medir a glicémia dos animais foi efectuado um corte na extremidade da cauda, e 
recolhido sangue suficiente preenchendo a totalidade do espaço disponível na tira-teste 
de modo a obter resultados fiáveis. Os murganhos foram considerados diabéticos quando 
os níveis de glucose no sangue excederam 250mg/dl em três medições consecutivas, ao 
longo do período de monitorização.  
Na experiência in vivo, a monitorização da glicémia foi iniciada quando os animais 
atingiram as 11 semanas de idade, e pelo menos até que os animais tivessem 36 
semanas de idade. 
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 7.2. Insulite 
A infiltração leucocitária dos ilhéus pancreáticos (insulite) é a principal característica 
histopatológica do desenvolvimento da diabetes tipo 1.  
Para a sua avaliação procedeu-se à determinação do índice de insulite (I) em fêmeas 
C57Bl/6, NOD.Lt/J e NOD.LtSz/scid. Os animais foram sujeitos a suplementação com 
E.N.U. durante duas semanas ad libitum na água de bebida, sendo eutanaziados com 
CO2 após esse período.  
 
  7.2.1. Coloração hematoxilina/eosina 
Os pâncreas dos animais foram recolhidos com o auxílio de tesouras e pinças cirúrgicas 
e, após uma breve lavagem com PBS para remover vestígios de sangue, foram colocados 
em frascos de vidro contendo uma solução de formalina 10% para fixação.  
Após serem embebidos em parafina, os pâncreas foram seccionados com micrótomo e os 
cortes foram montados em lâminas de vidro antes de serem sujeitos a uma coloração 
com hematoxilina/eosina que permite a visualização microscópica dos ilhéus de 
Langerhans.  
Resumidamente, as lâminas contendo os cortes pancreáticos foram sujeitas a uma 
desparafinização com xilol durante 10 min, seguindo-se uma série de lavagens, em 
imersão, com soluções em percentagens decrescentes de etanol: 
♦ etanol 100%-------------5 min; 
♦ etanol 95%--------------2 min; 
♦ etanol 70%--------------2 min; 
♦ etanol 50%--------------2 min. 
Após imersão em água destilada durante 2 min, os cortes histológicos foram corados com 
hematoxilina (Harris Hematoxylin solution modified (SIGMA)) durante 8 min, ao fim dos 
quais se procedeu a uma passagem por água destilada seguida de uma imersão em 
álcool clorídrico 0,5% durante 15 seg. A coloração azulada aparece ao fim de 2 min em 
água morna corrente. Seguiu-se nova imersão em etanol 95% durante 1min. Uma 
incubação em eosina alcoólica (0,5% w/v, em etanol 90%v/v) (SIGMA) durante 2 min 
antecedeu duas lavagens por imersão em etanol 100% durante 1 min (2x). A montagem 
foi efectuada em xilol durante 5min. 
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 7.2.2. Determinação do Índice de insulite (I) 
Um sub-fenótipo valioso no diagnóstico da pré-diabetes nos murganhos NOD.Lt/J, é a 
determinação do índice de insulite, permitindo uma medida da extensão do processo 
autoimune. 
Os cortes foram obtidos de maneira a conseguir uma boa representatividade dos ilhéus 
pancreáticos. Para tal, cortes histológicos, com 10µm de espessura foram recolhidos, 
desprezando secções sobrepostas de modo a não serem observados os mesmos ilhéus e, 
com isso evitando que os mesmos ilhéus fossem repetidamente avaliados, introduzindo 
erros na determinação do índice de insulite. 
Após coloração com hematoxilina/eosina, os cortes histológicos foram observados ao 
microscópio óptico com objectivas de ampliação de 10x e 20x para avaliação do estado 
de infiltração dos ilhéus de Langerhans. Para o cálculo do índice de insulite foram 
observados 30 a 50 ilhéus por animal. 
O cálculo do índice de insulite foi efectuado de acordo com a seguinte fórmula (adaptado 
de E. Leiter, 1997): 
I (índice de insulite) = [(n1)+(2x n2)+(3x n3)+(4x n4)]/[4x(n0+n1+n2+n3+n4)] 
Consideram-se 5 graus de infiltração sendo nx o número de ilhéus obervados (n) de 
acordo com o estado de infiltração de cada ilhéu de Langerhans: 
♦ 0- sem infiltração; 
♦ 1- infiltrados perivasculares/periductulares com leucócitos no perímetro dos 
ilhéus, mas sem os penetrar (peri-insulite); 
♦ 2- penetração leucocitária até 25% da massa do ilhéu; 
♦ 3- penetração leucocitária até 75% da massa do ilhéu; 
♦ 4- fase final da insulite, <20% da massa do ilhéu permanece intacta. 
Um índice de insulite próximo de 1,0 significa que praticamente todos os ilhéus foram 
abundamente infiltrados. 
 
 7.3. Tratamentos com extracto natural de uvas  
Para os ensaios in vitro e in vivo o E.N.U. foi descongelado ao abrigo da luz, à 
temperatura ambiente e diluído na água de bebida dos animais. Os bebedouros foram 
igualmente protegidos da luz durante o tempo em que continham o E.N.U e esta mistura 
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foi administrada continuamente como água de bebida durante todo o período de 
tratamento.  
No início de cada ensaio, cada gaiola continha entre 3 e 5 animais para garantir o livre 
acesso à água de bebida.  
Nos ensaios ex vivo foram utilizadas várias concentrações de extracto natural de uvas. 
Procedeu-se a um ensaio durante 15 dias com 8 animais C57Bl/6 (tendo 5 sido sujeitos a 
suplementação com E.N.U. na água de bebida, e 3 utilizados como controlos) e 5 
murganhos NOD.Lt/J em que dois foram utilizados como controlos.  
No sentido de avaliar se o fenótipo se manteria com uma diminuição da concentração de 
E.N.U. na água de bebida (diluição 1:30) mantendo o mesmo tempo de tratamento, foi 
utilizado um grupo de 10 fêmeas NOD.Lt/J (5 animais controlo e 5 animais teste).  
Utilizando uma concentração superior aos primeiros ensaios, procedeu-se à suplemen-
tação com E.N.U. utilizando animais NOD.Lt/J (n=5) e NOD.LtSz/scid (n=4), fêmeas, 
com animais controlo (n=4) para cada estirpe. 
Para a experiência in vivo, murganhos fêmea NOD.Lt/J (n=76) foram mantidos sob uma 
dieta normal. Entre as 4-5 semanas de idade 45 murganhos NOD.Lt/J fêmea foram 
sujeitos a uma suplementação constante com extracto natural de uvas na água de bebida 
(diluição 1:72) ad libitum durante 20 semanas. Como controlos foram utilizados 31 
murganhos fêmeas da mesma estirpe e idade às quais não foi adicionado E.N.U. à sua 
água de bebida.  
A evolução do estado glicémico dos animais tratados e não tratados com E.N.U. foi 
analisada, assim como a progressão das respectivas curva de morte. 
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C. RESULTADOS 
 
Para estudar o potencial efeito do extracto natural de uvas sobre o decurso da diabetes 
tipo 1, foram conduzidos ensaios: a) in vitro sobre as principais populações linfocitárias 
envolvidas na patogénese da diabetes tipo 1; b) ex vivo nas quais se avaliou o efeito de 
uma suplementação per os de E.N.U. em murganhos sobre populações linfocitárias 
previamente definidas, assim como o grau de infiltração linfocitária nos ilhéus de 
Langerhans (índice de insulite) e glicémia; e c) in vivo no qual murganhos geneticamente 
predispostos à diabetes tipo 1 foram submetidos a uma suplementação com E.N.U. 
durante 5 meses, de modo a determinar a influência do E.N.U. na incidência da diabetes 
autoimune neste modelo.  
 
1. Ensaios in vitro 
Os ensaios in vitro foram realizados com o intuito de avaliar a actividade do extracto 
natural de uvas (E.N.U.) sobre linfócitos de murganhos NOD.Lt/J e, por comparação, 
sobre linfócitos de C57Bl/6. 
Para condução dos ensaios in vitro foram analisadas suspensões celulares de baço e 
gânglios linfáticos de murganhos com 7 semanas de idade. As suspensões foram enri-
quecidas em linfócitos T conforme descrito em Material e métodos e, submetidas a pré-
activação in vitro com um mitogénio (concanavalina A), na presença de interleucina 2 
(IL-2).  
Na figura 1 encontram-se representados os resultados obtidos da análise das sub-
populações T CD4+ e T CD8+ para cada estirpe, C57Bl/6 e NOD.Lt/J, na presença e na 
ausência de 3µl/ml de E.N.U. Os resultados representam as mesmas tendências 
observadas em pelo menos três ensaios independentes em murganhos fêmea com a 
mesma idade. 
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1.1. Percentagem de linfócitos T CD4+  
As sub-populações linfocitárias T que expressam receptores CD4 ou receptores CD8 estão 
representadas como percentagens de linfócitos viáveis presentes em cada suspensão, T 
CD4+ e T CD8+, respectivamente.  
Relativamente às células T CD4+ originárias do baço (figura 1 A., painel superior) 
observa-se que, na ausência de estimulação com E.N.U., os NOD.Lt/J apresentam maior 
percentagem de T CD4+ do que os C57Bl/6. As percentagens desta sub-população T nas 
células tratadas com extracto natural de uvas durante 24h mantiveram qualitativamente 
esta diferença. Notamos ainda que na presença de E.N.U. a percentagem de linfócitos T 
CD4+ diminui em ambas as estirpes. Esta redução é superior nas células da estirpe 
controlo não diabética quando comparada com a estirpe geneticamente predisposta à 
diabetes autoimune - NOD.Lt/J. 
Analisando os resultados relativos às suspensões celulares provenientes de gânglios 
linfáticos dos mesmos animais, verificamos que as percentagens de linfócitos T CD4+ se 
mantêm superiores nas suspensões dos animais NOD.Lt/J, em comparação com as dos 
animais C57Bl/6 (figura 1 B., painel superior). Na presença de E.N.U. a diferença de 
células T CD4+ entre estirpes é maior nos gânglios linfáticos do que nas células 
provenientes do baço. 
Nestes ensaios in vitro, a percentagem de células T CD4+ de baço e gânglios linfáticos de 
ambas as estirpes diminui na presença de E.N.U. No entanto, este efeito parece ser mais 
acentuado nas células dos gânglios linfáticos dos murganhos NOD.Lt/J em comparação 
com o efeito nas células do baço.  
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Figura 1- Níveis das sub-populações T CD4+ e T CD8+. Percentagem de linfócitos T viáveis 
que expressam CD4 (painel superior) e CD8 (painel inferior) em suspensões celulares 
enriquecidas em células T provenientes de baços (A.) e gânglios linfáticos (B.). Na preparação das 
suspensões celulares foram usados murganhos macho das estirpes C57Bl/6 (n=8) e NOD.Lt/J 
(n=8). As colunas em branco representam as células que não foram incubadas com E.N.U., e as 
colunas a cinzento representam os resultados das suspensões incubadas com E.N.U. durante 24h 
a 37ºC em atmosfera de 5% CO2. 
 
1.2. Percentagem de linfócitos T CD8+  
Ao contrário dos resultados obtidos respeitantes às células T CD4+, a percentagem de 
linfócitos T CD8+ nas células dos NOD.Lt/J são inferiores às dos C57Bl/6, sendo mais 
evidente nas supensões dos gânglios linfáticos (figura 1 A. e B., painéis inferiores).  
Na ausência de E.N.U., a percentagem de células T CD8+ dos animais C57Bl/6 são 
semelhantes no baço e nos gânglios linfáticos. O mesmo não acontece nos NOD.Lt/J que, 
percentualmente, possuem níveis de CD8+ inferiores nos gânglios linfáticos, em relação 
ao baço. As diferenças constatadas nas populações linfocitárias T CD4+ e T CD8+ que 
foram tratadas com E.N.U. sugerem que este possa ter um efeito na activação destas 
populações celulares. 
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1.3. Níveis de activação das sub-populações T CD4+ e T CD8+ 
Para avaliação dos níveis de activação das sub-populações de linfócitos T, CD4+ e CD8+, 
resultante da actividade do E.N.U. foi analisado o nível de expressão do marcador de 
activação celular CD69. 
Em termos de activação das células do baço, a percentagem de células CD4+ que 
expressam CD69 não difere significativamente nos controlos de ambas as estirpes (figura 
2 A., painel superior). No entanto, nos gânglios linfáticos a percentagem de células T 
CD4+ activadas é maior nos controlos NOD.Lt/J do que nos C57Bl/6. 
No que diz respeito às suspensões do baço tratadas com E.N.U., observamos que o 
aumento da percentagem de células activadas é semelhante em ambas as estirpes 
(figura 2 A., painel superior). O gráfico que corresponde aos gânglios linfáticos (figura 2 
B., painel superior) mostra que as células T CD4+ dos NOD.Lt/J têm um grau de 
activação mais acentuado quer na presença, quer na ausência de E.N.U.  
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Figura 2- Níveis de activação das sub-populações T CD4+ e T CD8+. Percentagem de 
expressão de CD69 nos linfócitos T CD4+ (painel superior) e T CD8+ (painel inferior) viáveis em 
suspensões celulares enriquecidas em células T provenientes de baços (A.) e gânglios linfáticos (B.). 
Foram usados murganhos macho das estirpes C57Bl/6 (n=8) e NOD.Lt/J (n=8). As colunas em 
branco representam as suspensões que não foram incubadas com E.N.U., e as colunas a cinzento 
representam os resultados das suspensões incubadas com E.N.U. durante 24h a 37ºC em atmosfera 
de 5% CO2.  
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No gráfico da figura 2 A., painel inferior, observamos que a percentagem de células T 
CD8+ activadas é maior nos controlos C57Bl/6 do que na estirpe NOD.Lt/J e bastante 
superior à observada nos níveis de activação T CD4+ no baço. Contudo, a diferença de 
activação das sub-populações não é tão evidente nos gânglios linfáticos dos C57Bl/6. É 
interessante notar que a incubação com E.N.U. não aumenta o nível de activação das 
células T CD8+ no baço, ao contrário do que foi observado nas células T CD4+. De facto, 
nos NOD.Lt/J, a activação das células T CD8+ do baço decresce na presença de E.N.U. 
Nos gânglios linfáticos, os níveis de activação das células T CD8+ representam a 
tendência observada nas células T CD4+ (figura 2 B.). A estirpe controlo apresenta 
percentagens muito semelhantes em ambas as condições de ensaio, ao passo que nos 
NOD.Lt/J, a diferença percentual absoluta entre os controlos e as suspensões celulares 
sujeitas a E.N.U. é muito acentuada. 
No seu conjunto, os resultados dos ensaios in vitro sugerem que a participação do E.N.U. 
na activação de sub-populações de células T é particularmente evidente nos gânglios 
linfáticos. 
 
2. Ensaios ex vivo 
Para testar se a actividade do E.N.U. nas populações linfocitárias dos gânglios linfáticos 
também é evidenciável in vivo, foram analisados os linfócitos T e B de animais tratados 
com E.N.U. 
Para tal, submetemos murganhos fêmea das estirpes C57Bl/6 e NOD.Lt/J a uma 
suplementação da água de bebida com extracto natural de uvas (E.N.U.) ad libitum, 
durante 2 semanas, numa diluição de 1:20. Após este período, foram recolhidos gânglios 
linfáticos, e determinadas as frequências relativas, viabilidade e activação das principais 
populações linfocitárias. 
2.1. Linfócitos T 
A percentagem de células T viáveis foi determinada nos gânglios linfáticos extraídos dos 
animais tratados e não tratados com E.N.U. Os resultados encontram-se representados 
no gráfico da figura 3. Por análise dos dados referentes aos animais controlo de ambas 
as estirpes, observamos que a percentagem de linfócitos T é inferior na estirpe C57Bl/6 
quando comparada com a estirpe predisposta à diabetes tipo 1. Os níveis de células T 
viáveis obtidos nos animais C57Bl/6 submetidos à suplementação com o extracto natural 
de uvas, na dose utilizada foram semelhantes aos dos animais controlo da mesma estirpe 
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(P<0,05). Assim, o E.N.U. não parece ter um efeito significativo na percentagem de 
células T de C57Bl/6.  
Pelo contrário, os níveis de linfócitos T viáveis nos NOD.Lt/J sujeitos à suplementação 
com E.N.U. na água de bebida ad libitum durante 2 semanas foram ligeiramente 
inferiores aos animais controlo.  
De igual modo, comparando a percentagem das células incubadas com E.N.U. 
constatamos que existe uma diferença estatisticamente significativa entre as duas 
estirpes (P<0,05). Assim, os NOD.Lt/J apresentam maior percentagem de células T que 
os C57Bl/6, e esta diferença parece não ser afectada pelo tratamento in vivo com o 
E.N.U. 
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Figura 3- Percentagem de células T. Linfócitos T provenientes de gânglios 
linfáticos de murganhos fêmea submetidos a suplementação oral ad libitum durante 
2 semanas com extracto natural de uvas (E.N.U.) na água de bebida (diluição 1:20), 
e respectivos controlos. Cada ponto representa a média de pelo menos duas 
medições por animal. 
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2.1.1. Níveis de activação  
 
Determinados os valores percentuais de células T dos gânglios linfáticos, foi em seguida 
estudada a percentagem de activação destas células através da medição da expressão de 
CD69, e da intensidade média de fluorescência deste marcador. 
Os resultados obtidos mostram que a percentagem de células activadas é semelhante 
nos animais controlo, tanto nos C57Bl/6 como nos NOD.Lt/J (figuras 4 e 5). Esta percen-
tagem não é significativamente alterada pelo tratamento com E.N.U. Contudo, quando a 
activação das células T é analisada pelo nível de expressão de CD69, é revelado o efeito 
activador do extracto, que é mais expressivo nos NOD.Lt/J que nos C57Bl/6. 
Controlos E.N.U. Controlos E.N.U.
0.0
2.5
5.0
7.5
10.0
C57Bl/6 NOD.Lt/J
TC
R
+ 
(%
 a
ct
iv
aç
ão
)
 
Figura 4- Percentagem de células T activadas. Linfócitos TCR+ que expressam CD69 
provenientes gânglios linfáticos de murganhos fêmea submetidos a suplementação oral ad 
libitum durante 2 semanas com extracto natural de uvas (E.N.U.) na água de bebida 
(diluição 1:20), e respectivos controlos. 
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Figura 5- Intensidade média de fluorescência de CD69 de linfócitos T. Intensidade 
média de fluorescência de CD69 em linfócitos T provenientes de gânglios linfáticos de 
murganhos fêmea submetidos a suplementação oral ad libitum durante 2 semanas com 
extracto natural de uvas (E.N.U.) na água de bebida (diluição 1:20), e respectivos 
controlos. 
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2.1.2. Linfócitos T CD4+ e T CD8+ 
Nesta secção apresentamos os resultados referentes às determinações, por citometria de 
fluxo, das sub-populações T principais, T CD4+ e T CD8+, dos gânglios linfáticos dos 
animais da experiência ex vivo.  
O gráfico da figura 6 A. representa os resultados obtidos pela determinação da expressão 
de CD69 como intensidade média de fluorescência das células T CD4+. 
Observamos que os níveis basais de activação das células T CD4+ dos animais controlo 
das duas estirpes não diferem entre si. Contudo, a intensidade média de fluorescência do 
marcador de activação na sub-população T CD4+ dos animais sujeitos a E.N.U. diferem 
dos animais controlo na estirpe C57Bl/6 (P<0,05). 
Este efeito é mais acentuado quando se analisa a intensidade de expressão nas células T 
CD4+ dos NOD.Lt/J.  
É interessante verificar que a expressão de CD69 nas células T CD4+ dos NOD.Lt/J é 
superior às dos C57Bl/6, sendo esta diferença estatisticamente significativa (P=0,0317). 
 A.  B.  
 
 
 
Figura 6- Percentagem de activação de células T CD4+ e T CD8+. Intensidade média 
de fluorescência de CD69 das células A.) T CD4+ activadas e B.) T CD8+ activadas. As 
células foram provenientes de gânglios linfáticos de murganhos fêmea submetidos a 
suplementação oral ad libitum durante 2 semanas com extracto natural de uvas (E.N.U.) na 
água de bebida (diluição 1:20), e respectivos controlos. 
 
O gráfico da figura 6 B. reflecte os resultados obtidos pela determinação da expressão de 
CD69 como intensidade média de fluorescência das células T CD8+.  
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À semelhança do que foi observado para as células T CD4+, os níveis basais de activação 
de T CD8+ dos animais controlo das duas estirpes não diferem entre si. 
De igual modo, a intensidade média de fluorescência do marcador de activação na sub-
população T CD8+ dos animais sujeitos a E.N.U. demonstrou ser superior à dos animais 
controlo em ambas as estirpes, sendo esta diferença mais evidente nos NOD.Lt/J. 
2.2. Linfócitos B 
Para determinar se a população de linfócitos B também era afectada pelo tratamento in 
vivo com E.N.U. foi estudada a activação desta população linfocitária. 
A percentagem relativa de linfócitos B é superior na estirpe C57Bl/6 em relação à estirpe 
NOD.Lt/J nos animais controlo (figura 7). Este fenótipo não é alterado significativamente 
com a suplementação com E.N.U. na dose utilizada (P<0,05). 
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Figura 7- Percentagem de células B viáveis. Linfócitos viáveis que expressam o 
marcador B220 provenientes de gânglios linfáticos de murganhos fêmea submetidos 
a suplementação oral ad libitum durante 2 semanas com extracto natural de uvas 
(E.N.U.) na água de bebida (diluição 1:20), e respectivos controlos. 
  
Efeitos de um extracto natural de uvas na patogénese da diabetes tipo 1 murina 
 
 
 
42 
A activação da população de linfócitos B foi estudada através da determinação da 
expressão do marcador de activação CD69, assim como a sua intensidade média de 
fluorescência (figura 8 A. e B.). 
A.                                                          B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8- Linfócitos B activados. Células B que expressam o marcador de activação 
CD69 de gânglios linfáticos de murganhos fêmea submetidos a suplementação oral ad 
libitum durante 2 semanas com extracto natural de uvas (E.N.U.) na água de bebida 
(diluição 1:20), e respectivos controlos. A.) Percentagem de linfócitos B que expressam 
CD69; B.) Intensidade média de fluorescência de CD69 nos linfócitos B. 
 
 
Os resultados indicam que os valores basais de activação das células B nos animais 
controlo, tanto nos C57Bl/6 como nos NOD.Lt/J, são relativamente baixos e não diferem 
significativamente (figura 8 B.).  
A percentagem de células activadas e o grau de activação das células B não é alterado na 
estirpe controlo. Contudo, a intensidade de expressão de CD69 nos linfócitos B de 
murganhos NOD.Lt/J suplementados com E.N.U. mostra um sensível aumento em relação 
ao controlo.  
No seu conjunto, os resultados dos ensaios ex vivo sugerem que o E.N.U. tem um efeito 
mensurável ao nível da activação das populações linfocitárias, especialmente na estirpe 
NOD.Lt/J, e que o tratamento in vivo com E.N.U. poderá ter um impacto ao nível dos 
processos imunológicos que conduzem à diabetes autoimune. 
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2.3. Insulite 
 
No intuito de avaliar o grau de infiltração mononuclear dos ilhéus de Langerhans dos 
animais sujeitos à suplementação da água de bebida com E.N.U., procedeu-se à 
coloração com hematoxilina e eosina de cortes de parafina dos pâncreas. A título de 
exemplo, na figura 9, mostra-se uma fotomicrografia de um corte histológico pancreático 
onde se visualiza uma secção de um ilhéu de Langerhans não infiltrado, após coloração.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9- Ilhéu de Langerhans. Fotomicrografia de corte histológico 
(10µm) de pâncreas de um murganho NOD.Lt/J fêmea com 9 semanas de 
idade após coloração com hematoxilina/eosina. Note-se a ausência de 
infiltração linfocitária. 
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A figura 10 ilustra os vários graus de infiltração nos ilhéus de Langerhans que foram 
utilizados para calcular o índice de insulite, tendo sido observados para cada animal pelo 
menos 30 ilhéus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 10- Insulite. Diferentes graus de infiltração dos ilhéus de Langerhans 
pancreáticos de murganhos fêmea NOD.Lt/J. Vários graus de insulite consoante a 
percentagem de penetração leucocitária nos ilhéus de Langerhans♣.  
 
Extensão da infiltração insulítica Grau de insulite 
Ausência de inflitração 0 
Infiltrados perivasculares/periductulares com leucócitos a 
tocar o perímetro do ilhéu, mas sem o penetrar 
 
1 
Penetração leucocitária até 25% da massa do 
ilhéu 
 
2 
Penetração leucocitária até 75% da massa do 
ilhéu 
 
3 
Fase final da insulite, <20% da massa do ilhéu 
permanece intacta 
 
4 
a) grau 2; b) e c) grau 3;d) e e) grau 4. ♣Leiter, E.H. Current Protocols in Immunology 
(1997) 15.9.1-15.9.23 
a
c
b 
d 
e 
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A influência do tratamento in vivo com E.N.U. no índice de insulite foi estudada em três 
experiências independentes utilizando diferentes concentrações de E.N.U. A título de 
exemplo, a figura 11 representa os resultados referentes ao índice de insulite obtidos 
numa destas experiências. 
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Figura 11-Índice de insulite. Índice de infiltração celular nos ilhéus de Langerhans 
pancreáticos de fêmeas NOD.Lt/J com 9 semanas de idade após 2 semanas de 
suplementação com E.N.U.) na água de bebida (diluição 1:30) (n=5) e respectivos 
controlos (n=5). 
 
No seu conjunto, os resultados parecem indicar que a suplementação oral com E.N.U. 
durante 15 dias não tem um efeito mensurável ao nível do índice de insulite nas 
concentrações testadas - diluições de 1:15, 1:20 e 1:30 de E.N.U. na água de bebida. 
 
2.4 Glicémia 
 
Os ensaios ex vivo revelam que o tratamento parece não afectar a infiltração linfocitária 
no pâncreas. Assim, procurou verificar-se se o E.N.U. podia interferir com a fase efectora 
do ataque autoimune que leva à destruição das células β pancreáticas, e o nível da 
glicémia foi usado como medida indirecta da destruição das células β. Nesta experiência 
foram utilizados animais NOD desprovidos de linfócitos (NOD.LtSz/scid) para controlar 
efeitos do E.N.U. que fossem independentes das populações linfocitárias. 
Os resultados indicam que, na ausência de tratamento não existe diferença significativa 
entre as glicémias das estirpes NOD.Lt/J e NOD.LtSz/scid (figura 12).  
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Figura 12- Glicémia. Níveis de glicose sanguínea de fêmeas NOD.Lt/J e 
NOD.LtSz/scid com 9 semanas de idade após 2 semanas de suplementação 
com E.N.U. (diluição 1:15) na água de bebida e respectivos controlos. Cada 
ponto representa a glicémia de cada animal no dia da morte. 
 
Surpreendentemente, os animais NOD.Lt/J submetidos à suplementação com E.N.U. 
revelam uma tendência para a hipoglicémia que é estatisticamente significativa em 
relação aos animais NOD.Lt/J não tratados (figura 12). Na estirpe NOD.LtSz/scid, 
observa-se que os níveis de glucose sanguíneos dos animais sujeitos a suplementação na 
água de bebida são semelhantes aos dos animais controlo. 
Acresce que nenhum dos animais NOD.LtSz/scid apresentava infiltração linfocitária, nem 
nenhuma anormalidade que indicasse ou sugerisse qualquer efeito de toxicidade 
pancreática. Assim, estes resultados sugerem que a exposição dos murganhos NOD.Lt/J 
ao E.N.U. pode afectar a função pancreática e eventualmente interferir com o processo 
diabetogénico. 
 
 
3. Ensaios in vivo 
 
 
No sentido de avaliar a influência do extracto natural de uvas no curso da diabetes tipo 
1, um grupo de murganhos fêmea NOD.Lt/J foi tratado continuamente com E.N.U. na 
água de bebida durante cerca de 20 semanas logo após o desmame (4-5 semanas de 
idade). 
O grupo tratado, com 45 animais, foi sujeito a uma suplementação na água de bebida 
com E.N.U. numa diluição de 1:72 ad libitum. O grupo controlo envolveu 31 animais da 
mesma estirpe e mesmo sexo, sujeito às mesmas condições ambientais e sem E.N.U. na 
água de bebida. 
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A glicémia foi medida em todos os animais a partir das 11 semanas de idade, várias 
vezes por semana e, pelo menos, até à altura em que todos os animais tinham 36 sema-
nas de idade. Na tabela I encontram-se representados os resultados do estudo do estado 
glicémico dos animais tratados e controlos. 
 
Tabela I - Estado glicémico. Percentagem de animais em cada grupo, de acordo 
com o nível de glucose no sangue. 
Glicémia 
(mg/dl) 
Controlos E.N.U. 
hipoglicémia 
(<100) 
9,68%  (3/31) 20,0%  (9/45) 
normoglicémia 
(100-250) 
16,13%  (5/31) 8,89%  (4/45) 
hiperglicémia 
(>250*) 
74,19%  (23/31) 71,11%  (32/45) 
*Limite superior de detecção do teste de glicémia: 600mg/dl. 
 
Constata-se que a percentagem de animais que foram sujeitos à suplementação com 
E.N.U. e que mantiveram um estado de hipoglicémia (<100mg/dl) é superior à sua 
correspondente no grupo controlo. Por outro lado, a percentagem de animais que 
mantiveram níveis normoglicémicos, ou que desenvolveram um estado de hiperglicémia 
estável durante o período em questão, mostra-se superior nos animais controlo. 
Como a desregulação dos níveis de glucose no sangue, nomeadamente o estado 
continuado de hiperglicémia, é um dos sintomas que melhor define a diabetes tipo 1, 
propusémo-nos avaliar a influência do E.N.U. no tempo entre o estabelecimento efectivo 
do estado hiperglicémico e a morte (figura 13). 
Verifica-se que as medianas não diferem significativamente, sendo que a maioria dos 
animais morre durante a primeira semana e meia após a hiperglicémia estar instalada, 
em ambos os grupos de animais. 
 
 
Figura 13- Dispersão entre hiperglicémia e 
morte. Tempo entre a morte e o estabelecimento 
do estado hiperglicémico dos animais (semanas). 
Os resultados representam os animais hiperglicé-
micos. Excluídos dois animais controlo (um 
eutanaziado e um outlier: 7,34 semanas). Os 
traços horizontais representam a mediana. Teste 
de Mann Whitney (P=0,2409). 
Controlos (n=21) E.N.U. (n=32)
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
Te
m
po
 (s
em
an
as
)
Efeitos de um extracto natural de uvas na patogénese da diabetes tipo 1 murina 
 
 
 
48 
A data de morte de cada animal foi acompanhada até à 68ª semana. O gráfico da figura 
14 representa a curva de morte de cada grupo de animais. 
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Figura 14- Curva de morte. Percentagem de animais que morreram em cada 
semana. Foram censurados os animais que permaneceram vivos à 68ª semanas 
de idade, assim como um animal do grupo controlo que desenvolveu um 
abcesso, tendo sido eutanaziado à 25ª semana. Foi utilizado o teste logrank 
(P=0,4278) usando GraphPad Prism versão 4.00 para Windows. Mediana: 
controlos - 28 semanas; ENU - 25 semanas. A linha vertical indica o fim da 
suplementação com E.N.U. 
 
O declive da curva de morte correspondente ao grupo controlo aumenta às 25 semanas. 
Pelo contrário, a percentagem de morte dos animais que foram sujeitos a suplementação 
com E.N.U. cresce de uma forma sensivelmente linear até às 35 semanas.  
O afastamento entre as curvas aumenta até ao fim da suplementação com E.N.U., 
verificando-se que a curva teste se inicia antes da curva controlo. 
Por volta das 29 semanas, as curvas aproximam-se, terminando praticamente 
coincidentes à altura do fim do estudo (às 68 semanas). Nessa altura permaneciam vivos 
5 animais: 2 do grupo controlo e 3 do grupo E.N.U. 
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D. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
A diabetes tipo 1 no modelo NOD é consequência de disfunções do sistema imunológico 
de carácter hereditário que estão sob um controlo poligénico complexo cuja penetrância 
genética é influenciada pelo ambiente, nomeadamente a dieta e a exposição a patogénios 
microbianos (E. Leiter, 1997).  
Os produtos naturais com alegada actividade anti-inflamatória têm sido sujeitos a um 
estudo intensivo das suas actividades biológicas para confirmar o seu papel na prevenção 
ou tratamento de doenças inflamatórias. Tem vindo a ser demonstrado que um grupo de 
fitoquímicos fenólicos, os flavonóides, afectam a inflamação e influenciam uma grande 
diversidade de eventos de sinalização intracelular (Natarajan et al 2002; Muthian e 
Bright, 2004; Hougee et al 2005). 
Dada a importância da sinalização intracelular envolvida na activação, proliferação e 
diferenciação dos linfócitos, estas células são potenciais alvos para modulação pelos 
flavonóides (Muthian e Bright, 2004).  
Neste trabalho, propusémo-nos avaliar a actividade de uma matriz natural, rica em 
compostos polifenólicos, no processo diabetogénico no modelo murino NOD da diabetes 
autoimune. 
 
Ensaios in vitro 
Em primeiro lugar, pretendeu-se avaliar a actividade do extracto natural de uvas (E.N.U.) 
sobre linfócitos T, cujo envolvimento no processo autoimune da diabetes tipo 1 se 
encontra estabelecido, comparando os linfócitos de murganhos da estirpe NOD.Lt/J com 
os de murganhos da estirpe não autoimune C57Bl/6. 
Utilizámos animais com 7 semanas de idade - altura correspondente à fase pré-diabética 
que envolve o aparecimento da insulite, e em que será de esperar a presença de células 
diabetogénicas tanto nos orgãos linfóides secundários, como nos ilhéus pancreáticos. As 
suspensões celulares de orgãos linfóides secundários foram sujeitas a um método de 
enriquecimento em células T, permitindo obter suspensões relativamente livres de 
células aderentes, como as células B.  
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O estado funcional das células T pode ser inferido por medição da proliferação celular na 
presença de diferentes estimulantes como mitogénios, alloantigénios e antigénios 
específicos (Lim et al 1998). Assim, suspensões enriquecidas foram sujeitas a uma 
activação prévia com concanavalina A na presença de IL-2. 
Na ausência de estimulação pelo E.N.U., os resultados obtidos mostram que existe uma 
diferença na frequência relativa de células T CD4+ entre NOD.Lt/J e C57Bl/6. Esta 
diferença observa-se tanto nas células dos baços, como dos gânglios linfáticos; existe 
igualmente uma diferença na frequência relativa de T CD8+ entre estirpes, embora 
pouco clara nos baços, é evidente nos gânglios linfáticos. Os resultados sugerem a 
existência de uma dinâmica celular distinta nas células T da estirpe autoimune. Os 
resultados mostram ainda que: 
- as percentagens de células T CD4+ são mais elevadas nos NOD.Lt/J do que nos 
C57Bl/6, sendo que essa diferença é mais evidente nas células provenientes do 
gânglios linfáticos; 
- pelo contrário, a frequência relativa de T CD8+ é inferior nos NOD.Lt/J, sendo mais 
expressiva nas células provenientes dos gânglios linfáticos; 
- a adição de extracto natural de uvas às células pré-activadas diminui a percen-
tagem de células T CD4+ provenientes tanto dos baços como dos gânglios linfáticos 
e em ambas as estirpes; 
- a par do decréscimo de T CD4+, verifica-se um aumento relativo de CD8+ nas 
células tratadas com E.N.U, sugerindo que o E.N.U. poderia ter um efeito na 
actividade tanto de T CD4+ como de T CD8+.  
A diminuição das percentagens relativas das células T CD4+ após o tratamento com 
E.N.U. sugere que estas células poderão estar a ser activadas e que isso é acompanhado 
por alguma morte celular (AICD). 
 
Níveis de activação 
A determinação da expressão de CD69 na superfície das células T é um método eficaz de 
avaliação do estado funcional destas células (Ziegler et al 1994; Lim et al 1998; Rutella 
et al 1999), uma vez que linfócitos não activados não expressam CD69. A expressão de 
CD69 tem um pico entre as 16h e as 24h e depois decresce gradualmente, embora varie 
consoante o estímulo (Biselli et al 1992; Lim et al 1998). Como CD69 é um antigénio de 
activação precoce nas células T após estimulação in vitro, alguns autores propõem que o 
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CD69 poderá servir como receptor co-estimulatório para receber sinais de activação 
adicionais que conduzem as células a proliferar (Lim et al 1998).  
As diferenças observadas nos níveis das sub-populações T - CD4+ e CD8+ - sugere que 
o E.N.U. tem efeito na activação destas células, o que foi verificado através da determi-
nação dos níveis de expressão de CD69 em ambas as sub-populações.  
Surpreendentemente, o efeito potenciador da activação do E.N.U. é particularmente 
relevante porque é bastante mais evidente nos gânglios linfáticos da estirpe autoimune- 
NOD.Lt/J.  
De facto, os gânglios linfáticos são os orgãos que suportam as interacções entre células 
do sistema imunitário que conduzem à imunidade adquirida, e onde os linfócitos auto-
reactivos encontram pela primeira vez os antigénios específicos dos tecidos e onde são 
tolerizados ou activados (Andrian et al 2003). Por isso, os gânglios linfáticos podem ser 
indicadores sensíveis de compostos com efeitos imunomodulatórios/tóxicos regionais ou 
sistémicos (Elmore et al 2006). 
Os ensaios in vitro indicam que os linfócitos T da estirpe NOD.Lt/J são especialmente 
sensíveis ao efeito potenciador de activação do E.N.U. em comparação com os dos 
C57Bl/6. Estas diferenças podem ser consequência do facto dos linfócitos dos NOD.Lt/J 
poderem já encontrar-se num estado de pré-activação resultante do processo 
autoimune; este facto pode conferir aos linfócitos dos NOD.Lt/J uma maior capacidade de 
resposta à activação da concanavalina A, podendo ser responsável pelo maior efeito 
potenciador da activação do E.N.U. observado nos NOD.Lt/J.  
Uma vez que o efeito é superior nas suspensões enriquecidas provenientes dos gânglios 
linfáticos, sugere que o E.N.U., a verificar-se esta actividade biológica in vivo, poderá 
potenciar a activação de células T diabetogénicas. 
 
Ensaios ex vivo 
Na presença de uma co-estimulação adequada, as células T sofrem expansão clonal e 
adquirem funções efectoras após alguns dias (Andrian et al 2003). 
Ao contrário das células T naive, as células T efectoras de tipo citotóxico podem produzir 
citocinas, destruir as células que expressam os antigénios que reconhecem, enquanto 
que as células T efectoras de tipo helper podem modificar o comportamento de outros 
leucócitos, e expressam moléculas de endereçamento, o que lhes permite migrar até à 
fonte de antigénio nos tecidos periféricos.  
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A maioria das células efectoras morre assim que o antigénio é eliminado, mas uma 
pequena fracção permanece como células de memória. As células de memória podem ser 
divididas em células efectoras - que migram para os tecidos periféricos - e células de 
memória central - que continuam a circular através dos gânglios linfáticos, nos quais 
respondem fortemente sempre que voltam a encontrar o antigénio (Andrian et al 2003). 
Havendo um efeito de potenciação de activação nas duas sub-populações principais de 
linfócitos T, cujas evidências indicam que poderão estar envolvidas no processo 
diabetogénico, procurou saber-se se a actividade do E.N.U. também era evidenciável in 
vivo. 
Para isso procedeu-se a uma suplementação via oral ad libitum durante 2 semanas em 
grupos de murganhos fêmea C57Bl/6 e NOD.Lt/J. Foram determinadas as frequências 
relativas, a viabilidade e os níveis de activação das principais populações linfocitárias, 
imediatamente após o tratamento.  
 
Células T 
O tratamento per os com E.N.U. não afectou a frequência de células T observada entre 
C57Bl/6 e NOD.Lt/J, sendo que estes apresentam níveis superiores destas células. Estas 
experiências revelaram que o E.N.U. administrado por via oral resulta em activação 
celular in vivo. Esta situação sugere que os componentes do E.N.U. responsáveis pela 
activação celular, conseguem ultrapassar eficazmente os processos de biotransformação 
no murganho mantendo a sua capacidade activadora. 
A manutenção da actividade biológica do E.N.U., quando administrado oralmente, sugere 
que a biotransformação dos compostos responsáveis pelo fenótipo de activação 
linfocitária, a verificar-se, não interfere com a sua acção. No entanto, a formação de 
metabolitos potencialmente bioactivos tem que ser considerada.  
Analisando em detalhe as sub-populações T - CD4+ e CD8+ - observámos que o E.N.U. 
tem um efeito muito semelhante ao observado in vitro, verificando-se um aumento de 
activação em ambas as sub-populações. Este aumento é, à semelhança do que foi 
observado in vitro, superior nos linfócitos dos NOD.Lt/J, e a diferença do efeito do E.N.U. 
é estatisticamente significativa entre as estirpes. 
Estes resultados indicam que os NOD.Lt/J, na fase pré-diabética, possuem níveis de 
activação linfocitária superiores aos da estirpe C57Bl/6 que permitem ao E.N.U. ter o seu 
efeito potenciador. 
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As células T CD8+ são importantes na fase inicial da diabetes tipo 1, como são efectores 
essenciais na morte das células β (Katz et al 1993; Allison et al 2005). A activação das 
células T CD8+ pelas células APC é necessária para o desenvolvimento da insulite 
invasiva que leva à destruição das células β; pelo contrário, as células β não são capazes 
de fornecer os sinais de activação necessários para que as células T CD8+ naive sejam 
recrutadas, retidas nos ilhéus, nem activá-las para se tornarem diabetogénicas (Jersey et 
al 2007). Assim, será pouco provável que uma acção citotóxica pancreática in vivo 
provocada pelo E.N.U. esteja na origem do aumento dos níveis de activação das células T 
CD8+ por danos causados nas células β pancreáticas. 
 
Células B 
A diabetes tipo 1 envolve a interacção de diferentes sub-populações linfocitárias com 
células apresentadoras de antigénio (APC). Apesar de a capacidade de produzir 
anticorpos parecer não ser necessária para as células B terem um efeito no 
desenvolvimento da diabetes, a par dos macrófagos e das células dendríticas, as células 
B desempenham uma função importante como células apresentadoras de antigénio 
(Wong et al 2004). Por isso, adicionalmente, verificámos se o tratamento in vivo com 
E.N.U. também afectaria esta população celular.  
Em ambas as estirpes, a percentagem de activação de células B pelo E.N.U. é baixa. 
Verificámos que o tratamento in vivo com E.N.U. não afecta os níveis de células B em 
nenhuma das estirpes. O E.N.U. aumenta sensivelmente a activação das células B nos 
NOD.Lt/J, mantendo-se no nível dos controlos na estirpe não autoimune.  
Estes resultados indicam que o E.N.U. tem capacidade para activar células T e B, e 
sugerem que poderá ser interessante estudar quais os componentes do E.N.U. detêm 
capacidade de activação, bem como determinar se as vias de activação utilizadas são 
comuns às células T e células B. Alternativamente, o efeito observado nas células B 
poderá resultar de uma activação indirecta via células Th. 
Como a presença de células B provavelmente contribui para uma maior eficiência da 
activação e expansão das células T, potenciando o desenvolvimento da diabetes (Chiu et 
al 2001), o conjunto dos resultados sugere que o E.N.U. também poderá influenciar os 
processos imunológicos que conduzem à diabetes, através de uma acção sobre as células 
B. 
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Insulite 
Avaliámos o efeito induzido pelo tratamento com E.N.U. sobre o grau de infiltração 
leucocitária nos ilhéus de Langerhans através da determinação do índice de insulite em 
pâncreas de animais sujeitos a suplementação oral com E.N.U. Os resultados indicam 
que não existe uma diferença significativa no grau de infiltração entre animais tratados e 
não tratados. Este fenótipo não é alterado quando usamos doses de E.N.U. de 1:20 e 
1:30. 
Uma vez que o E.N.U. tem um efeito de activação nas células T in vivo, pretendemos 
avaliar se o extracto estaria a interferir com a fase efectora da doença. Mais, 
pretendemos excluir a possibilidade da activação observada poder estar associada a um 
fenómeno de toxicidade, e não a uma acção mediada pelos linfócitos como esperaríamos 
pelos resultados dos ensaios in vitro. 
 
Glicémia 
A estirpe NOD.LtSz/scid, que não possui linfócitos, apresenta os mesmos parâmetros de 
homeostasia da glucose que os murganhos NOD, isto é, baixos níveis basais de glicémia 
e elevada insulinémia (Amrani et al 1998). 
Assim, através da medição do estado glicémico de animais NOD.LtSz/scid tratados e não 
tratados com E.N.U., verificamos que o E.N.U. não influencia os níveis de glucose 
sanguínea nos NOD.LtSz/scid. Mais ainda, verificamos que na dose utilizada, o 
tratamento com E.N.U. tem um efeito hipoglicémico nos NOD.Lt/J, que não foi observado 
nos NOD.LtSz/scid.  
Estes resultados indicam que na ausência de linfócitos, o E.N.U. não tem um efeito 
directo sobre a homeostasia da glucose. Acresce o facto de não terem sido detectados 
efeitos de toxicidade induzidos pelo E.N.U. nos pâncreas dos NOD.LtSz/scid por métodos 
histoquímicos. 
O tratamento per os parece indicar que o E.N.U. só afecta a função pancreática na 
presença de linfócitos, o que leva a crer que o E.N.U. poderá interferir com o processo 
diabetogénico.  
 
Ensaios in vivo 
No sentido de avaliar o efeito do E.N.U. no decurso do desenvolvimento da diabetes, 
submetemos um grupo de animais da estirpe NOD.Lt/J (n=45) a uma suplementação 
constante com E.N.U. durante um período de aproximadamente 20 semanas. 
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O tratamento iniciou-se após o desmame, uma altura em que os animais estarão mais 
susceptíveis a uma modulação da doença, uma vez que o processo de infiltração se 
encontra numa fase inicial (Delovitch et al 1997).  
Acompanhámos a evolução do estado glicémico e a incidência cumulativa da diabetes 
através da curva de morte dos animais e verificámos que, inesperadamente, o E.N.U. 
parece ter um efeito precipitador da doença nestes animais: quando comparados com os 
controlos, existe um maior número de animais que morre mais cedo. 
Este efeito do E.N.U. parece estar associado à indução de hipoglicémia prolongada 
exibida por uma fracção dos animais tratados. A morte associada a hipoglicémia só foi 
observada durante o período do tratamento com o E.N.U.; pelo contrário, após o fim do 
tratamento com E.N.U., as curvas de morte do grupo tratado e do grupo controlo (n=31) 
aproximam-se, e os animais morrem por hiperglicémia (diabetes). Estes resultados 
indicam que o efeito hipoglicemiante do E.N.U. não é perdurável e que não foi detectado 
um efeito protector no processo diabetogénico. 
Por volta das 40 semanas existe um novo distanciamento entre as incidências 
cumulativas nos dois grupos de animais e, no fim da experiência, a incidência da 
diabetes tipo 1 nos animais tratados e não tratados é semelhante, embora antecedida 
por um novo aumento do número de animais que morreram diabéticos. Esta diferença 
entre os grupos tratados e não tratados, embora não significativa, poderá ser resultado 
do efeito activador do E.N.U., de que poderá advir o aumento da capacidade 
diabetogénica mediada pelos linfócitos. 
 
O modelo NOD desenvolve espontaneamente a diabetes autoimune mediada por células, 
em que o aparecimento de uma infiltração mononuclear efectora nos ilhéus ou insulite 
destrutiva, é geralmente precedido por uma fase longa de insulite "benigna", onde os 
infiltrados de células T auto-reactivas apenas rodeiam os ilhéus, sem levarem a cabo 
qualquer processo destrutivo. Os mecanismos necessários à transformação desta auto-
reactividade "benigna" para uma insulite destrutiva que conduz à diabetes continuam por 
identificar. 
O facto de o tempo entre o estabelecimento da hiperglicémia e a morte não variar entre 
os grupos da experiência in vivo, sugere que o E.N.U. estará a interferir nos processos 
que precedem a fase que ocorre desde a progressão da insulite destrutiva até à morte, 
nos animais que morrem com hiperglicémia. 
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O ensaio in vivo mostra que cerca de 20% dos animais tratados com E.N.U. tinham 
níveis de glicémia inferiores aos controlos com a mesma idade. No entanto, este estado 
de relativa hipoglicémia induzida pelo E.N.U. manteve-se, prolongadamente, conduzindo 
à morte.  
O efeito hipoglicemiante observado tanto nos ensaios ex vivo como durante o 
desenvolvimento da diabetes poderá estar relacionado com uma excessiva duração e/ou 
dose destes tratamentos. Assim, seria interessante determinar se tratamentos menos 
agressivos conseguiriam controlar a hiperglicémia nos murganhos NOD, prolongando a 
fase pré-diabética. 
Existe a noção de que a massa de células β é estável antes do início da autoimunidade e 
que ocorre uma perda gradual de células β à medida que a doença progride e que, 
quando é atingido um ponto crítico no declínio da massa de células β, a diabetes 
manifesta-se (Atkinson e Eisenbarth, 2001; Sherry et al 2006). 
Como já foi referido, o processo patogénico começa por volta das 3-4 semanas nos NOD 
com acumulação de células APC, especialmente células dendríticas, à volta dos ilhéus de 
Langerhans (Duran et al 2002). Existe uma hiperinsulinémia e ligeira hiperglucagonémia, 
que não se sabe se constitui uma causa ou uma consequência da infiltração inicial de 
APC. No estado pré-diabético, os murganhos NOD.Lt/J possuem geralmente níveis de 
glicémia mais baixos do que murganhos C57Bl/6 controlo de ambos os sexos com a 
mesma idade (Amrani et al 1998).  
Estudos in vitro demonstraram que co-cultura de células dendríticas e ilhéus de NOD com 
8 semanas produzem mais insulina que os controlos C57Bl/6. Tal como in vivo, os ilhéus 
dos NOD produzem mais insulina do que os C57Bl/6. Os autores sugerem que as células 
dendríticas são bons candidatos para a estimulação da hiper-reactividade das células β 
pancreáticas dos NOD que é observada in vitro e in vivo e que podem, por isso, sensitizar 
os ilhéus para o ataque autoimune (Duran et al 2002). 
O extracto natural de uvas poderá estar a induzir a manutenção deste estado de hiper-
reactividade das células β pancreáticas. A medição dos níveis de insulinémia destes 
animais poderia ajudar a compreender se este mecanismo explica a hipoglicémia 
observada em alguns animais tratados. Adicionalmente, poder-se-ia avaliar o efeito do 
E.N.U. sobre a massa celular β pancreática, uma vez que esta pode aumentar em 
resposta a situações de exigência metabólica acrescida. De facto, os NOD pré-diabéticos 
têm um aumento da replicação destas células que ocorre antes do aumento da glucose 
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sanguínea e de uma diminuição acentuada que segue a fase pré-diabética (Sherry et al 
2006). 
A administração intraperitoneal de quercetina em ratos cuja diabetes foi induzida por 
administração de estreptozocina, diminui o nível de glucose plasmática, enquanto que em 
ratos em que a diabetes não foi induzida, a quercetina não teve qualquer efeito a esse 
nível (Vessal et al 2003; Coskun et al 2005). Em concordância com este estudo, não 
excluímos a possibilidade da quercetina poder ser, pelo menos em parte, responsável 
pelo fenótipo de hipoglicémia observado em alguns animais tratados com E.N.U.  
No entanto, o fenótipo observado dificilmente será explicado pelas propriedades 
antioxidantes da quercetina. A sobre-expressão de proteínas antioxidantes nas células β 
pancreáticas em murganhos da estirpe NOD - nomeadamente metalotionina (MT) e 
catalase - acelera o desenvolvimento da diabetes tanto espontânea, como induzida por 
ciclofosfamida, em machos (Li et al 2006). Mais, a precipitação da diabetes coincide com 
um aumento da morte das células β, mas não com um aumento do ataque autoimune. 
Este estudo sugere que espécies reactivas de oxigénio poderão ter uma função 
importante, mas na protecção das células β contra o ataque autoimune uma vez que os 
ilhéus dos MTNOD são mais sensíveis aos danos provocados pelas citocinas (Li et al 
2006).  
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CONCLUSÕES 
 
As experiências in vitro, ex vivo e in vivo realizadas com o E.N.U. permitem as seguintes 
conclusões:  
! o extracto natural de uvas tem um efeito potenciador na activação de células T 
CD4+ e T CD8+, principalmente em suspensões linfocitárias de gânglios linfáticos 
de NOD.Lt/J, quando comparados com murganhos da estirpe controlo não 
autoimune C57Bl/6; 
! de igual modo, o tratamento per os com E.N.U. também activa mais eficientemente 
os linfócitos T CD4+ e T CD8+ dos NOD.Lt/J quando comparados com os da estirpe 
C57Bl/6; 
! o extracto natural de uvas dado per os revela um efeito hipoglicémico em 
murganhos NOD.Lt/J quando sujeitos a suplementação com E.N.U. na água de 
bebida; 
! As experiências com NOD.LtSz/scid mostram que o efeito hipoglicemiante do E.N.U. 
é dependente da presença de linfócitos. 
 
Como o efeito hipoglicemiante do E.N.U. se exerce ao nível dos linfócitos, seria 
interessante investigar se estes efeitos são mediados pelos mesmos componentes do 
extracto, para determinar se o efeito hipoglicémico é ou não uma consequência da 
activação linfocitária. 
Apesar de a quercetina ser o composto polifenólico presente em maior quantidade na 
matriz estudada, não é possível afirmar que este, ou outro, flavonóide seja responsável, 
de per si, pelo fenótipo de potenciação de activação das células T nos NOD.Lt/J. Além 
disso, como os compostos presentes no E.N.U. podem estar a actuar de modo 
sinergístico, é possível que o efeito de compostos presentes em menor quantidade seja 
importante.  
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No sentido de esclarecer a influência da quercetina nos fenótipos observados in vivo, 
seria pertinente estudar-se a bioactividade de fracções do E.N.U. e em paralelo com o 
E.N.U. 
 Os estudos efectuados demonstram a potencialidade da utilização de compostos 
naturais associados aos alimentos como agentes bioactivos que podem influenciar 
processos patogénicos. A demonstração de que os compostos utilizados nestes estudos 
mantêm a sua bioactividade ao nível dos linfócitos após administração in vivo, encoraja 
nova investigação que conduza à identificação destes compostos e ao estudo dos seus 
mecanismos de acção. 
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